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Characterization of a new Delta-6 Desaturase from Physc ©mitre 11a 
patens 

5 Description 

This invention describes the isolation and functional characteri- 
zation of a novel enzyme , delta6-desaturase, from the moss Phy- 
scomitrella patens that introduces a double bond after the sixth 
10 carbon atom from the carboxi terminus of fatty acids. 

Long-chain polyunsaturated fatty acids (PUFA's) are important for 
human and animal nutrition. They are critical components of or- 
ganelle membranes- Moreover, they have been involved in patholo- 

15 gical conditions such as carcinogenesis and cardiovascular disea- 
ses. More importantly, they represent a unique class of precur- 
sors for conversion into metabolites that regulate critical bio- 
logical functions- In higher animals, the PUFA-ecosanoid system 
regulates crucial developmental and physiological processes. 

20 Arachidonic acid (ARA) is the most abundant PUFA in the human 
body and the corresponding ecosanoid (prostaglandin) also predo- 
minates in the organism. 

The moos P. patens produces large amounts of ARA (25% of the to- 
25 tal fatty acids). The second step in the dedicated biosynthesis 
of ARA, the conversion of linoleic acid into gamma-linolenic 
acid, is catalyzed by a delta6 -desaturase. The same enzymatic 
activity is also required for the production, in other organisms, 
of other nutrition-important PDFA's: i.e. eicosapentanoic acid 
30 (EPA) and docosahexanoic acid (DHA). 

There are to date 9 clones, including the one described in this 
invention, coding for delta6-desaturase enzymes (Physcomitrella 
patens [1], Caenorhabditis elegans [2], spirulina platensis [3), 
35 Borago officinalis [4] f Mortierella alpina [5], Homo sapiens [6], 
Rattus norvegicus [7], Maus musculus [6], ; Synechocystis sp 
[8)). Only the described in this invention and the c. elegans en- 
zyme originate from organisms that normally produce ARA. 

40 The invention described here is especially suited for the produc- 
tion of precursors in the biosynthesis of ARA, as well as other 
PUFA's, in a transgenic system, especially in plants. This is ju- 
stified by the likely possibility of substrate channeling between 
the further involved enzymes and the presented delta6-desaturase. 

45 As mentioned above, the described enzyme originates from an orga- 
nism that synthesizes large amounts of ARA. Moreover, the codon- 
usage of the P. patens enzyme should be more similar to plants as 
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that of Caenorhabditis elegans. This en2yme contains a 100-amino 
acid N-terminal extension with no sequence similarity to other 
proteins in the databases. This extension has to date no functio- 
nal relevance. 



delta6-desaturase. Another aspect of this invention are delta6 
desaturaBes with a polypeptide sequence produced by insertion, 
deletion or substitution or a combination thereof of up to 4 0%, 
10 preferred up to 20% of all amino acids of Fig.l. The change in 
the amino acid sequence can be easily produced by known methods 
of genetic engineering e.g. site directed mutagenesis. The biolo- 
gical activity (delta6 desaturase) can be checked by known assays 
e.g. those disclosed in this invention. 



Another aspect of the invention are polynucleotides coding for 
the polypeptides disclosed above. 

Another aspect of the invention is a process for the production 
20 of unsaturated fatty acids by incubation of saturated fatty acids 
with a polynucleotide disclosed above under conditions where this 
polypeptide has a delta6 desaturase activity. 

Another aspect of the invention is a process for the production 
25 of unsaturated fatty acids in plants by producing transgenic 

plants which have been transformed with a polynucleotide disclo- 
sed above, growing these transformed plants and isolating the un- 
saturated fatty acids from these plants. 

30 These processes are preferred for the production of arachidonic 
acid. 

Example Is General Protocols 

35 1. Plant material and culture conditions; 

The protonemata of P. patens were grown in liquid medium as des- 
cribed in Reski et al (1994) [9]. 

40 2. Nucleic acid analyses 

DNA manipulations were performed according to standard protocols 
[10] unless otherwise stated. Nucleotide sequences were determi- 
ned following the chain-termination protocol with a cycle-sequen- 
45 cing protocol following manufacturers suggestions (Perkin Elmer). 



5 



Fig 1. shows the cDNA and the deduced amino acid sequence of the 



15 
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3. Lipid Analysis 

Lipids were extracted from protonemata and yeast cells by chloro- 
form-methanol extraction fll] and purified by TLC in diethyle- 
S ther. Fatty acids were transroethylated to produced methyl 

esters. These were analyzed by gas-liquid chromatography. Their 
identities were confirmed by comparison with appropriate stan- 
dards. Corresponding fatty acid pyrrolidides were obtained as 
previously described [12] and analyzed by GLC-MS. 

10 

4. Transformation of P. patens 

The PEG-mediated direct DNA transformation of protoplasts was 
performed as described by Schafer et al (1991) {13]. Selection 
15 on G4 18 -containing media was performed as described in Girke et 
al (1998) [1). 

Example 2: Isolation of the delta6-desaturase cDNA and genomic 
clones from P. patens 

20 

A PCR-based approach was followed using degenerated oligonucloti- 
des as primers. Poly(A)+ RNA was isolated from a 12-day P. pa- 
tens protonema culture. This poly (A) + RNA was reverse transcri- 
bed using the following oligonucleotide as primer: GATC TAGACTC - 
25 Gaggtcgac ( t ) l 4 . The resulting ss-cDNA was used as template in a 
PCR with the following primers (As 

TGGTGGAA(A/G)TGGA(C/A)ICA(T/C)AA and B- GG(A/G)AA(A/C/ 
G/T)A(A/G) <G/A)TG(G/A)TG(C/T)TC) and the following temperature 
program: 94 C C, 3 min; [94°C, 20 sec; 45°C, 30 sec; 72°C, 1 min] 30 

30 cycles; 72°C 5 min.. Fragments of the expected length (i.e. 
500-600 bp) were cloned into pUCia and sequenced. The deduced 
amino acid sequence of a PCR fragment showed to known delta6~de- 
aaturases. As P. patens was expected to have delta6-desaturase 
activity, it was postulated that this clone originated from this 

35 deaaturase. 

A full-length cDNA clone, PPDES6-CDNA, was isolated from a P. 
patens cDNA bank from 12-day-old protonemata using the PCR frag- 
ment as probe. The nucleotide and deduced amino acid sequences 
40 of this clone are shown in Fig.l. The corresponding genomic se- 
quence (PPDES6-gen) was isolated by PCR using cDKA-derived oligo- 
nuclotides (C: CCGAGTCGCGGATCAGCC and D: CAGTACATTCGGTCATTCACC) 
as primers. The nucleotide sequence of this clone is shown in 
Fig. 2. 

45 
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Table 1 presents the results of the deduced amino acid sequence 
comparisons, using the complete sequences, of the p. patens 
delta6-desaturase with that of the known delta6-desaturases . 
This analysis was performed using the Gap Program of the GCG Pak- 
kage (Version 9.1) with the following analysis parameters: sco- 
ring matrix, blosum62 ; gap creation penalty, 12? gap extension 
penalty, 4. 
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Sequence 


Amino acid sequence identity 
[similarity] (%) 


Borago officinalis 


31 (38) 


Synechocystis sp 


21 [29] 


Spirulina platensis 


20 [29] 


Caenorhabditis elegans 


35 [43] 


Mortierell alpina 


39 [47] 


Homo sapiens 


27 (38) 


Rattus norvegicus 


28 [39] 


Maus musculus 


29 [39] 



Table l: Deduced amino acid sequence comparison of the P. patens 
delta6-deBatuxrase with that of the delta6-desaturase of Borago 
oficinalis (U79010), Synechocystis sp (L11421), Spirulina platen- 
25 sis (X87094), Caenorhabditis elegans (AF031477), Mortierella al- 
pina (WO 98/46764), Homo sapiens [6], Rattus norvegicus 
(AB021980) and Maus musculus [6], The results represent the 
identity or similarity <%) found for the different sequences in 
comparison to the P. patens sequence. 

30 

Example 3s Xnocx-out of DeltaG-desaturase gene in P- patenB 



The biological function of the delta6-desaturase gene was shown 
upon its disruption in the genome of P. patenB. This was achie- 

35 ved with the construct pGX as follows: a SauI/BstBI fragment of 
PPDES6-gen was replaced by a 35S promoter /npt II /3 5 s terminator 
expression cassette. This expression cassette was constructed by 
cloning the nptll gene (Hindlll-blunt, Xhol fragment) from 
pRTlOlneo [14] between the 35S CaMV promoter and 35S terminator 

40 (digested with Xbai-blunt and Xhol) of pRTlOl [15] (see Fig. 3). 
The resulting construct (pGK) was digested with Aatll and Hpal, 
originating a fragment containing the selection marker flanked by 
genomic sequences of 923 bp and 1159 bp. This fragment, without 
separation of the vector, was used to transform P. patens proto- 

45 plasts. 
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The fatty acid composition of the wild type as compared to that 
of five independent knock-out mutants was analyzed. The analyses 
presented in Fig, 4 show the results obtained with the wild type 
and with one of the mutants, K2. However, the other isolates gave 
5 essentially the same results- The quantification of these peaks 
is presented in Fig. 4 are shown in Table 2. 
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Fatty Acids 


Cultures and Total Fatty Acids (%) 




Wild type 


K2 


K2 + y!8:36,9,i2 


16:0 


22.3 


19.6 


21.9 


16:2 7 > 10 


5.1 


4.9 


3.1 


16:3 7 ' 10 * 13 


1.7 


5.6 


3,1 


18:0 


0,4 


0.2 


0.5 


18:15 


2,0 


1.4 


1.3 


18:2^" 


23.3 


32.6 


20.3 




3,3 


0.2 


11.5 


al8:3* ?215 


7.5 


20.9 


13,4 


18r4 6 ' 9 ^2,l5 


0.2 


< 0.1 


0.2 


20s2"'" (co6) 


0.4 


1.7 


0.6 


20:3 s ' 11 ' 1 * plus 20:3 8 ' 1 !' 14 


1.9 


2.6 


4.1 


(056) * 








20:311^4, " {ci)3) 


2.1 


0.9 


0.2 


20:4 5 ' 8 r U*14 


25.6 


4.1 


16.4 


20 :4 5 ' 11*14*17 


0.1 


0.7 


0.1 


20:5 S ' 8 ' 11 '14>17 


1.6 


0.1 


0.1 



25 

Table 2: Fatty acid profile of wild type Physcomitrella patens 
and that of the knock-out K2 with and without addition of 
Yl8:3*'9<i2, Presented is the percentage of the area of the peaks 
shown in Fig. 4. The asterisk <*) denotes that the percentage of 
30 the fatty acids, 20:35,11,14 and 20i^ t ll t l4 f ± s g ± ven as one . 

The production of ARA is drastically reduced in the k2 isolate in 
comparison to the wild type. The residual amount of ARA is li- 
kely to originate from the expression of another enzyme with 
35 delta6-desaturase-like activity. This indication is strengthened 
by the results of Southern blot analyses with genomic DNA from P. 
patens and the delta6-desaturase clone as probe where secondary 
cross-hybridizing bands were observed (data not shown). 

40 The fact that the K2 isolate produced ARA upon addition of 

18:3*r9,i2 r excluded the possibility that the loss of delta6-desa- 
turase activity in the knockouts lines was due to regulatory al- 
terations - 

*5 Example 4: Functional expression of the delta6-desaturase cDNA of 
P- patens in Yeast 
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Expression experiments were performed in yeast with PPDES6-cDNA 
in order to show that the observed reduction of deltaS-desaturase 
activity in the knock-out isolates of P. patens was indeed due to 
the disruption of the corresponding gene. The open reading frame 
5 of the PPDES6— cDNA was subcloned in the yeast expression vector 
pYES 2 (invitrogen) to generate the construct p*ESdelta6. Trans- 
formed yeast cultures (strain IUVSC1) cultures, with pYES2 and 
pXESdelta6, were grown on uracil-drop out medium with 2% raffi- 
nose and 1% Tergitol NP-40 (for the solubilization of fatty 
10 acids). For expression, cultures were grown to OP 600nm of 0-5 
when galactose was added to a final concentration of 2%, In fee- 
ding experiments, fatty acids were solubilized in 5% tergitol and 
added to a final concentration of 0,0003%, 



IS The results of the functional expression experiments are presen- 
ted in Table 2. The production of fatty acids containing a 
double bond at carbon 6 is only possible in the presence of the 
|. expression construct carrying the delta6-desaturase cDNA. Moreo- 

| ver, this enzyme has greater activity on substrates which already 

20 contain double bonds at both the 9 th and 12 th carbons. Compare 
the conversion rates observed in the presence of the P. patens 
delta6-desaturase of 1B:1* into 18:2 6 '* and that of 18:2 9 ' 12 and 
J 18I3*' 1 *' 15 into 1B:3 6 '*' 12 and 18 : 4 6 < 9 ' 1 2' 1S , respectively. 



25 



40 



Total fatty acids "(*) 




pYES2 




pYESdelta6 




Fatty acid 






+ 18:2 9 ** 2 


+ 18:3^2,15 


16:0 


16.4 


16.1 


23.8 


25.8 


16:1* 


54.0 


55.5 


38.1 


31.4 


16-.2«*9 




4.2 


1.7 




18:0 


3.2 


2.4 


4.0 


4.7 


18:1 9 


24.9 


19.7 


19.1 


19.2 


18:2 6 ' 9 




0.6 


0.2 




18:2*-12 






8.5 




18:3 6 » 9 ' 12 






4.0 




18:3*'12,15 








11.7 


13 s 46,9, 12,15 








3.0 



Table 2: Expression of the delta6-desaturase of P. patens in 
yeast. The fatty acid methyl esters of the total lipids from 
cells transformed with pYES2 (wild type control) and pYESdeltafi 
45 (delta6-desaturase) were analyzed by GC. Particular fatty acids 
are expressed as % of total fatty acids. 
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Example 5: Generation of transgenic rape plants harboring the 
delta6-desaturase cDNA of p. patens 

An expression binary construct carrying the p. patens delta6-de- 
S saturase (pJH9) was used to transform rape hypocotyls, var. Drak- 
kar. Kanamycin resistant plants were regenerated (J. Scheffler 
and E. Heinz; unpublished reusults)- 

Vector construction: the construct PPDES6-CDNA was used as tem- 

10 plate in a PCR with the oligonucleotides; TG5: 

CCGCTCGAGCGAGGTTGTTGTGGAGCGGC (position of the 5' end on the 
cDNA: 292 ) and TG3: CTGAAATAGTCTTGCTCC (position of the 5' end 
on the cDNA: 1001) as primers. The primer XG5 introduces an Xhol 
restriction site 32 bp upstream of the putative start codon. The 

15 Xhol-Eco47lll fragment of PPDES6-CDNA was replaced by the same 
fragment from the PCR product. The resulting construct was named 
pzK. 

The insert of pZK was moved into pRT99/35S as a Xhol/Hindlll 
20 (blunt) into the Xhol and Smal sites of pRT99/35S to generate the 
construct pSK„ This construct has upstream of PPDES6-cDNA a CaMV 
35S promoter and downstream CaMV 35S terminator. 

The PPDES6-CDNA fragment plus the 35S terminator were excised 
25 upon digestion of pSK with Xhol, followed by blunting, and Pstl. 
This fragment was cloned into pJH3 cut with BamHI, followed by 
blunting, and Pstl. The resulting construct, pJH7, carries the 
PPDE S 6 -cDNA under control of the napin promoter (16] and the 35S 
terminator - 



30 



35 



The insert of pJH7 was digested with Bspl20l and Notl and cloned 
into the binary vector pREi cut with Bspl20l to generate the con- 
struct pJH9. This construct was transformed into Agrobacteriuw 
strain C58 and than used to transform rape hypocotyls. 

Transgenic plants are being analyzed for the effect of the 
PPDES6-CDNA expression in fatty acid metabolism. 



40 References: 

1- Girke T . et al. 1998. Identification of a novel delta 6-acyl- 
group desaturase by targeted gene disruption in Physcomi- 
trella patens. The Plant Journal 15:39-48. 

45 
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Figure legends : 

15 Fig 1: Nucleotide sequence and deduced amino acid sequences of 
the Physcomitrella patens delta6-desaturase cDNA clone 




25 



20 



Pig 3: 



Fig 2: 



KnoOc-out construct for the delta6-desaturase 



Nucleotide sequence of the of the Physcomitrella patens 
delta6-desaturase genomic clone 



30 



35 



40 



45 
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Claims 

1. Polypeptide having a delta6 desaturase activity and having 

5 the amino acid sequence described in Fig. 1, or a amino acid 

sequence derived from Fig. 1 by insertion, deletion or sub- 
stitution of up to 40 % of the amino acids. 

2. Polynucleotide sequence coding for a polypeptide according to 
10 claim 1. 

3. Process for production of unsaturated fatty acids by incuba- 
tion saturated fatty acids with a polynucleotide according to 
claim 1 under conditions where this polypeptide has a delta6 

15 desaturase activity. 

4. Process for production of unsaturated fatty acids in plants 
i by producing transgenic plants which have been transformed 

I with a polynucleotide according to claim 2, growing these 

I 20 transformed plants and isolating the unsaturated fatty acids 

fxrom these plants. 



't 
? 



5. Process according to claim 3 or 4 for the production of ara- 
chidonic acid. 



25 
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A CCC AG ATGCCC CCC CCTTSCTC 



CAGTCGTCAIC£CAGC*TCTACTCCCG,^IAcrrCCCCCT7TI^ 

loo * ;jo • ho - isa • 18 e 

CGAGACTCTTGATrTTATCTCCSGG^tTfiWArrC^CS^ 

CCCCACACOTrTCrCTATCACGAOTTTCTT^ 

3eO - 300 • 330 - 340 • 3 5 fl 

CAAAACATCCACGTCGAUCACATTC 
310 

MSIO' ?iK1VLTaKKAVSS6AAVQClSAEvaft 
CACACTATAC AACCTTTC AA C CCCCT O CC ACT AACAACCCT^TTTTCGC AAAGCGCTGCCGTGCAA7C7 ATATCAiSCTC AA 3 TTC AGAGA 



14 
J»0 



5<o 



HSStOCTA5ALAt3>V<CPT3ljl*S5Q*H*s-. 
AATTCG.ttTACCCACCCAACTGCGOKCeACra 

• 593 - *&0 • f20 ♦ 

NP tSBVAVH»KrSDC|ZVVKllKVVowaiirA 
^CCCCvTAr^U^CTACCAGTACACAACAACCC^ 

M0 - 6« • (00 " 1C0 - 730 

ovBssrfAAcrv 

lAtX»7TJICTCTJVGtTTTCATCCA6CTTCtACATCG 
110 - 030 

KrtoDrri«ove*verT>£iticer*ei!ftAi 

AAAATTCT7CraMT7mC*TTGGTCACG?CCAGACr W ^ 

"° " 940 • »« • fleo - .900 

riagO l F KgjKL¥YVHBiETWVAirAA«lA 
TTCCTw ACGG AC CAACTTTTCAAAAG TT CC AAA TTCT A C f ATCTf ATCAAGC2 CCTCACG AATCTTOC tA TTTTTCCT GCGACCATT CCA 



CACCACCATCCCCGAOtaTCACTTATTACTACrTATT?' 

7«C . ?<0 



10* 

. 6i0 



; 124 
t 120 



' L44 
t 910 



X5« 
♦00 



22* 

7*9 



T :cw KRTlSAV t A SA - NHfclcFaQC<;|(tj5 
-* co • 1020 - lfijo • \nr.n - 



Z34 



C ATTTTCT CCACAA TCAQCTCTTT C AGACACC C7 CCCTTAATC AA C TtGTCGCQTAT 6T CATC 5 CCAACCCC CTt CTC GGGTT? AGT AC A i 



u 

111 



H V K C K (MlEfiTOWaS A A » K C C 0 Q T T Q > I 0 E D I 0 - . V* 
**Z£2££i£££iGAA£CATAAec^CATCATCCTXCrC CAAATC AATGCGATCACAC ITAC CAACCAAT TOATCAAGATATTC ATACT ! 12« 
DSP-* • 1200 • J230 - 15,0 • i2 M 



LKK «tvirKYf*r»crACV! > LPCVK>i.wi»M 

TTCCVCAACCCMCTmCTCrrTTCACTACTTnGCTT [ 
1*»Q - ma • uaa _ .... 



t0 



4 04 

1330 



AV TCX.H3GMl,tCrvrVLSaiiCHKVYH*arr . 

T V 3 A 0 IV JTRClKCNlFHC»frTCCtU» jM-uytf. 
TTCGTCAGTGCAC AC AT CC7AXC CACAC GQC A T A t GAAACG AAACATAT TCAACO AC7C CTT CACTGGT GC CCfT AAC AGGCAAATTVGA C 



: l»10 



t o v s : a 



CAACACCTAIC?ATrGCTACCCCCa«TCCA^^ 

5«26 * ie<o • ie« 



ALtLCVACAAAfiQHA 



I 324 
TACCACC r 1990 



ACTlAACACrCTTTCGAAACCTrCCCAATTCATCTtTAnCTCCACCCCAC 
i»00 ' 1970 - 1340 

catccattcttct otaocc atcaattttcaac i aoaa 



: 52S 

CITTTG CCGTQAATOAeeaAATCTACTCC : l>80 

i960 4.0 \*t>o 



Abb, 3.1.1.2 Nucieolldsequenz der PPDBSS-cDUA m'X abgaleitetar Amincsfluresequenz. Das Start- 
und das Stop-Codon des ermJtt«twn offenen Lescrahtrena alnd unteiicringeiL Die jnwrBirtcnanftn 
Bdralehe merttleren *a BindungarteDeri dar Primer DSF/OSR (DeSK die zur Isoledon der cDNA 
TQnnen (vergl. Abb, 3.1.2.1), und ale Prtmer Cto, die rur AmpiffikatJon da* zugenorigen genom«acr»»n 
Fragmentes PPDES6 (Abb 3.1.3.3) elngeselzt wurden. Oie acht invarJonten AmmoaAuren der 
Cytochronvbt-Famflia und die dfel H»stldlnDOJ<en der Daaatwase-Oomane avnd grau schattjert. E!n 
unvcllatandiger cONA^KJone, der kn Oeertappungeberelch mft der PPDESd*cDNA idenbech wer. 
eruhieJ! cas variangene 3 -6nae 5 GT AA<3 GAG C C ACGATTC GT CTCT GTT C-3 ". das zur Abtellung 
van Primer 4 herangerogen wurde Cvergj. Abb. 3.3.1). 



A 



06- JUL- 1999 14:43 



BASF PG ZDX/A C6 



£9 621 6052539 S. 13/14 
0050/50461 



.on 
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40 



60 



80 



120 



140 



160 " 160 

Sgtacgtgtttctccagttccttggtcattgagag 



200 • 220 * 240 ^ 260 

A^TGTGGTGGAATGGTATCCATCGTTCGCAGAGGCAG^ 

,1<22 * bP) 2B0 • 300 • 320 * 340 - 360 

TTCTTTATATrrCGGTTTTATTGCAGTGGTCTGGTTTGoW 



360 



400 



420 



440 




CTTTTTAjG' 

351 
4 60 



E2 (203 bp) 

MVFAGGGLQQ 

S50 • 5B0 * 600 * €20 * 

_ TATGCATTCATGGCCCTCTTAGATCCACTTirt CTTGTGT GACCT GTAGAAC ITGCCTC 
5S3 

540 * 660 * 680 * 700 » 720 

CTCCC ACCCCTTCG CT CACCTGAT C AGAAT GCTTTTGCTTTTCCTAT CGGGGAATGT G AGACATCAGAAGAAACTT CGGTTTTGT ATAGC 

7 40 * 7$0 * 790 _ » 800 

TTGAGTCTGATTCG ATTGTTTACACCCGT6TG GC CAAT GC AATGG CT ATT ATCAGAAGTCAAAAC CAACTT GCATGTGCCTTTT ACCC CT 

820 • 840 * 860 » 860 * 900 

CCATGTCAAACACTCACCTGATTTGTCAAGTTTTCTAGTTTGCTCAGA^ 

12 ( B03b p) 

920 * 940 * 9€0 * 980 

G G ATGCAAACTTT ACAATGTACCGGT AACGCGAGTAAGATTTT CGCTTCGCTTT TTC GACAAGGTGTXTCATCTCATGGTATT AGCCT AG 

1000 * 1020 * 1040 * 10 60 ■ 1080 

GAGCTGCGCTACTTACGTGTTCCTAATCTCCGGAArr^ 

* 1100 • 1120 * 1140 * 1160 

TATTTTGATTGATTTTTTCCGATTTACCTCCTCGT^^ 




E3 (347 bp) 

A E V Q A 

1350 



1503 

1540 • 1560 * 1580 * 1600 ' 1620 

CTTAAAAGTAGTTCCTCCCCAAGGTTATAC AGCTAAT CAT GATGaTGAACG GCGTTGCATGTGTTGAGT AATTCCGACTCTGTTATCCTG 
Q (106 bp) y 

1640 * 1660 * 1680 * 1700 • 

ATTTGCGArATTGCTACGCCCCGTTGCATCTGTTTGTGGATGACGGGAAATTGCT^ 

1690 

YDVSNFADE g P G G SVISTYr£RDGTDV£SS 
1720 - 1740 • 1760 * 1760 • 1800 

E4(150bp) 

FflAAS TWK rirQPFYlGDVE 

1820 • 1840 _1B60 * 1890 

nGCAAGCCACGACCCTCACGCTACJTGTAATTTCA 



1939 



TGS-+ 

1900 * 1920 • 1940 * I960 * I960 

CTTTTTGCGATTTTTAMATTGTTTTAATCTTCAAGAATTGCTTC^ 
t4 (Z04 bp) 

R V E 

2000 * 2020 * 2040 * 2060 * 

TAGATTAGTACACGGGTTTAATAGTGAATGAAGTAGrCAGGTTAGCT7^CTTGACACTACATCCATCAATAC 



72 

: 162 
; 252 
: 342 
: 432 
: 522 

: 612 

: 702 

; 792 

: 882 

: 972 

: 1062 

: 1152 

: 1242 

2 133 

: 1422 

: 1512 
1602 

1692 

1782 

1872 
1962 

2052 



204 4 
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+-TG7 



2142 



z 2232 



2260 



2260 



2300 



iS (109 bp) 



2295 



2220 * 23 4 o 

gGTTCGAAWveCCTATTCACTClAATGCC : 2322 

V r E 



* 2360 + 2380 * 2400 * 2420 

ATTC TAT AAGCT GTCGAC ACAGCTGTGC tTTCAGAAGGTCGTTTCAATACATgTCTGATCTlGTAC GTTC TATAATG TGCAGiSBBS^jB^ : 2<12 



2405 



TRWLNEVVGYVIGHAVLGFSTGWWKEK HNL 
244,0 _ - 24 60 * 2400 - 2500 • T^n 




ItATVENKTFLaitQYQfiLFFMGLLFrARG 



2620 




YFW FVGt ACYLLPGWKPLVWMAVTELM 
2800 



S G M 




2941 



2960 



2502 



2592 



2682 



2"»72 



2852 



GAGTCACAT r 2952 



3000 - 3020 * 3090 • 3060 

C J5ATTATTCTCraTCGrTGAATraCCT^^ . 304 2 

(254 op) 

308 0 * 3100 * 3120 - 3i 4 o 

AG AT AGAGATACG AT ACT CACCTCCAA^TACTTTCTTTAAAArAAGTGCTGCTTCTAl^rTGGAAC CAT CCATCAGGAAGTG? £ ATCAGCA : 3132 



3160 



,™ IVSTRDIKG 
3180 • 320O • 3220 * 3240 

CGAATTTCGTGGAGA*TGTTCTCACAGATTGTATCGTAAG<^ . 32 22 

NIFNDWFT6GLNR O T £ H H L F 3 " S T MPRHNiNK 
3260 - 3280 * 3300 



E7fe323 bp) 




: 3312 



3402 



: 3492 



3518 



Abb. 3.1.3.3 Nucleotidsequen2 mit abgeleiteter Aminosauresequenz von PPD£S6 Das hier 
^f^i^^l nomische Fraomer * PPOES6 wurde mrt don Primem C und D amplifiziert, die von der 
I J^'^ i 6 ^^ iBt ^ re . n ' Die €fmitte, t*n ^ons E1 - E7 sind grau. die Introns i1 - i6 weifl 
ninteriegt Inre Langen in bp sind am linken Rand angegeben. Die von den Exons 2-7 codierte 
Ammosauresequenz PPDES6 ist Ober der Nudeotidsequeru dargestefft. Jeweils das erste und fetzte 
Nucleoid der staben Exons ist unterstrichen und darunter dessen Position angegeben. Die Primer- 

^5 a/2. 
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Pat ent anspruche 



1. 

5 



10 



15 



20 



25 

2. 

30 

3. 
4. 

35 



5. 

40 



Verfahren zur Herstellung von ungesattigten Fettsauren, da- 
durch gekennzeichnet, da£> mindestens eine isolierte Nuklein- 
sauresequenz, die fur ein Polypeptid mit A6-Desaturase- 
aktivitat codiert, ausgewahlt aus der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 dar- 
gestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des 
degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 1 
ableiten 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsaure- 
sequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2 dar 
gestellten Aminosauresequenzen codieren und mindestens 
50 % Homologie auf Amino saureebene aufweisen, ohne daS 
die enzymatische Wirkung der Polypeptide wesentlich 
reduziert ist, 

in einen Organismus eingebracht wird, dieser Organismus 
angezogen wird, wobei der angezogene Organismus mindestens 
1 Mol-% ungesattigte Fettsauren bezogen auf den gesamten 
Fettsauregehalt im Organismus enthalt . 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Nukleinsauresequenz von einer Pflanze oder Alge stammt. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
da£ die Nukleinsauresequenz von Physcomitrella patens stammt 

Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS es sich bei dem Organismus urn ein organismus 
ausgewahlt aus der Gruppe Bakterium, Pilz, Ciliat, Alge, 
Cyanobakterium, Tier oder Pflanze handelt . 

Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS es sich bei dem Organismus um eine Pflanze 
oder Alge handelt. 
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6. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekenn- 

zeichnet, da£ es sich bei dem Organismus um eine Olfrucht- 
pflanzen handelt. 

5 7. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekenn- 

zeichnet, daS der angezogene Organismus mindestens 5 Gew-% 
ungesattigte Fettsauren bezogen auf den gesamten Fettsaure- 
gehalt im Organismus enthalt. 

10 8. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 7, dadurch gekenn- 

zeichnet, daS die ungesattigten Fettsauren aus dem Organismus 
isoliert werden. 

9. Transgener Organismus ausgewahlt aus der Gruppe Pflanzen, 

15 Pilze, Ciliaten, Algen, Bakterien, Cyanobakterien oder Tiere, 

die mindestens eine isolierte Nukleinsauresequenz enthalten, 
die fur ein Polypeptid mit A6-Desaturaseaktivitat codiert, 
ausgewahlt aus der Gruppe: 

20 a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 

dargestellten Sequenz, 

b) Nukleins&uresequenzen, die sich als Ergebnis des 
degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 1 

25 ableiten 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsaure- 
sequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2 dar- 
gestellten Aminosauresequenzen codieren und mindestens 

30 50 % Homologie auf Amino saureebene aufweisen, ohne da£ 

die enzymatische Wirkung der Polypeptide wesentlich 
reduziert ist. 

10. Transgener Organismus nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
35 zeichnet, daJS es sich bei dem Organismus urn eine Pflanze 

oder Alge handelt . 

11. Ol, Lipide oder Fettsauren oder eine Fraktion davon, her- 
gestellt durch das Verfahren nach einem der Anspriiche 1 

40 bis 8. 

12. Verwendung der 01-, Lipid- oder Fettsaurezusammensetzung nach 
Anspruch 11 oder transgene Organismen nach Anspruch 9 in 
Futtermitteln, Nahrungsmitteln, Kosmetika oder Pharmazeutika . 

45 
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A6-Desaturasegene exprimierende Pflanzen und PUFAS enthaltende 
Ole aus diesen Pflanzen und ein Verfahren zur Herstellung 
ungesattigter Fettsauren 

5 

Beschre ibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren 
zur Herstellung von ungesattigten Fettsauren sowie ein Verfahren 

10 zur Herstellung von Triglyceriden mit einem erhohten Gehalt an 
ungesattigten Fettsauren. Die Erfindung betrifft die Herstellung 
eines transgenen Organismusses bevorzugt einer transgenen Pflanze 
oder eines transgenen Mikroorganismus mit erhohtem Gehalt an 
Fettsauren, Olen oder Lipiden mit A6-Doppelbindungen aufgrund 

15 der Expression einer A-6-Desaturase aus Moos. 

^W^J^ AuSerdem betrifft die Erfindung transgene Organismen, die ein 

A6-Desaturasegen enthalten, sowie die Verwendung der im Verfahren 
hergestellten ungesattigten Fettsauren bzw. Triglyceride mit 
20 einem erhohten Gehalt an ungesattigten Fettsauren. 

Fettsauren und Triglyceride haben eine Vielzahl von Anwendungen 
in der Lebensmittelindustrie , der Tierernahrung, der Kosmetik und 
im Pharmabereich. Je nachdem ob es sich urn freie gesattigte oder 
25 ungesattigte Fettsauren oder urn Triglyceride mit einem erhohten 
Gehalt an gesattigten oder ungesattigten Fettsauren handelt, sind 
sie fur die unterschiedlichsten Anwendungen geeignet, so werden 
beispielsweise mehrfach ungesattigte Fettsauren Babynahrung zur 
Erhohung des Nahrwertes zugesetzt. Hauptsachlich werden die ver- 
30 schiedenen Fettsauren und Triglyceride aus Mikroorganismen wie 
Mortierella oder aus 01-produzierenden Pflanzen wie Soja, Raps, 
Sonnenblume und weiteren gewonnen, wobei sie in der Regel in Form 
ihrer Triacylglyceride anf alien. Sie konnen aber auch aus Tieren 
wie Fischen gewonnen werden. Die freien Fettsauren werden vor- 
35 teilhaft durch Verseifung hergestellt. 

Je nach Anwendungszweck sind Ole mit gesattigten oder ungesattig- 
ten Fettsauren bevorzugt, so sind z.B. in der humanen Ernahrung 
Lipide mit ungesattigten Fettsauren speziell mehrfach ungesattig- 
40 ten Fettsauren bevorzugt, da sie einen positiven Einflufc auf den 
Cholesterinspiegel im Blut und damit auf die Moglichkeit einer 
Herzerkrankung haben. Auch eine positive Wirkung auf die Carcino- 
genese wird den ungesattigten Fettsauren zugeschrieben. Sie 
sind aufcerdem wichtige Ausgangsstof f e fur die Synthese von 
45 Verbindungen, die wichtige biologische Vorgange innerhalb des 
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Organismus steuern. Sie finden deshalb in verschiedenen 
diatischen Lebensmitteln oder Medikamenten Anwendung. 

Aufgrund ihrer positiven Eigenschaf ten hat es in der Vergangen- 
5 heit nicht an Ansatzen gefehlt, Gene, die an der Synthese 

von Fettsauren bzw. Triglyceriden beteiligt sind, fur die Her- 
stellung von Olen in verschiedenen Organismen mit geandertem 
Gehalt an ungesattigten Fettsauren verfiigbar zu machen. So 
wird in WO 91/13972 und seinem US-Aquivalent eine A9-Desaturase 
10 beschrieben. In WO 93/11245 wird eine A15-Desaturase in 

WO 94/11516 wird eine A12-Desaturase beansprucht. A6-Desaturasen 
werden in Girke et al . (The Plant Journal, 15, 1998: 39-48), 
Napier et al . (Biochem. J., 330, 1998: 611-614), Murata et al . 
(Biosynthesis of y-linolenic acid in cyanobacterium Spirulina 
15 patensis, pp 22-32, In: y-linolenic acid, metabolism an its roles 
in nutrition and medicine, Huang, Y . and Milles, D.E. [eds.], AOC 
I Press, Champaign, Illinois), Sayanova et al . (Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA, 94, 1997: 4211-4216), WO 98/46764, Cho et al . (J. Biol. 
Chem., 274, 1999: 471-477), Aki et al . (Biochem. Biophys . Res. 
20 Commun., 255, 1999: 575-579), und Reddy et al . (Plant Mol . Biol., 
27, 1993: 293-300) beschrieben. Weitere Desaturasen werden 
beispielsweise in EP-A-0 550 162, WO 94/18337, WO 97/30582, 
WO 97/21340, WO 95/18222, EP-A-0 794 250, Stukey et al . , J. Biol. 
Chem., 265, 1990: 20144-20149, Wada et al . , Nature 347, 1990: 
25 200-203 oder Huang et al . , Lipids 34, 1999: 649-659 beschrieben. 
Weitere A6-Desaturasen werden in WO 93/06712, US 5,614,393, 
US5, 614,393, WO 96/21022, WO00/21557 und WO 99/27111 beschrieben. 
Die biochemische Charakterisierung der verschiedenen Desaturasen 
ist jedoch bisher nur unzureichend erfolgt, da die Enzyme als 
30 membrangebundene Proteine nur sehr schwer zu isolieren und 
charakterisieren sind (McKeon et al . , Methods in Enzymol. 71, 
1981: 12141-12147, Wang et al . , Plant Physiol. Biochem., 26, 
1988: 777-792). In der Regel erfolgt die Charakteri sierung 
membrangebundener Desaturasen durch Einbringung in einen 
35 geeigneten Organismus, der anschlieSend auf Enzymaktivitat 
mittels Edukt- und Produkt analyse untersucht wird. Die An- 
wendung zur Produktion in transgenen Organismen beschrieben 
wie in WO 98/46763 W098/46764, W098/46765. Dabei wird auch die 
Expression verschiedener Desaturasen wie in W099/64616 oder 
40 W098/46776 und Bildung polyunges£ttigter Fettsauren beschrieben 
und beansprucht. Bezuglich der Effektivitat der Expression von 
Desaturasen und ihren Einflufi auf die Bildung polyungesattigter 
Fettsauren ist anzumerken, daS durch Expression einer einzelnen 
Desaturase wie im vorgenannten Stand der Technik beschrieben 
45 lediglich geringe Gehalte an ungesattigten Fettsauren beispiels- 
weise an A-6 ungesattigten Fettsauren/Lipiden wie z.B. y-Linolen- 
saure erreicht wurden und werden. 
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Nach wie vor besteht daher ein grower Bedarf an neuen und besser 
geeigneten Genen, die fur Enzyme codieren, die an der Biosynthese 
ungesattigter Fettsauren beteiligt sind und es ermoglichen, diese 
in einem technischen MaSstab herzustellen. Weiterhin besteht 
5 nach wie vor ein Bedarf an verbesserten Verf ahren zur Gewinnung 
moglichst hoher Gehalte an polyungesattigten Fettsauren. 

Es bestand daher die Aufgabe ein Verfahren zur Herstellung 
von ungesattigten Fettsauren unter Verwendung von Genen, die 

10 beispielsweise fur Desaturase-Enzyme codieren und die an der 
Synthese mehrfach ungesattigter Fettsauren in den Samen einer 
Olsaat beteiligt sind, bereitzustellen und so den Gehalt poly- 
ungesattigter Fettsauren zu erhohen. Diese Aufgabe wurde durch 
ein Verfahren zur Herstellung von ungesattigten Fettsauren 

15 gelost, dadurch gekennzeichnet , da£ mindestens eine isolierte 
Nukleinsauresequenz, die fur ein Polypeptid mit A6-Desaturase- 
aktivitat codiert, ausgewahlt aus der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 dar- 
20 gestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerier- 
ten genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 1 ableiten 

25 c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsaure- 
sequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2 
dargestellten Aminosauresequenzen codieren und mindestens 
50 % Homologie auf Aminosaureebene aufweisen, ohne da& die * 
enzymatische Wirkung der Polypeptide wesentlich reduziert 

30 ist, 

in einen Organismus eingebracht wird, dieser Organismus angezogen 
wird, wobei der angezogene Organismus mindestens 1 Mol-% unge- 
sattigte Fettsauren bezogen auf den gesamten Fetts^uregehalt 
35 im Organismus enthalt. 

Unter Anzucht des Organismus ist die Kultivierung von Pflanzen 
ebenso zu verstehen wie die Anzucht von eukaryontischen oder 
prokaryontischen Mikroorganismen wie Bakterien, Hefen, Pilzen, 
40 Ciliaten, Algen, Cyanobakterien, tierischen oder pflanzlichen 
Zellen oder Zellverbanden oder die Anzucht von Tieren. 

Die in den im erf indungsgemafcen Verfahren gewonnenen Organismen 
enthalten in der Regel ungesattigte Fettsauren in Form von 
45 gebundenen Fettsauren, das heiSt die ungesattigten Fettsauren 
liegen uberwiegend in Form ihrer Mono-, Di- oder Triglyceride, 
Glycolipide, Lipoproteine oder Phospholipide wie Ole oder Lipide 




BASF Aktiengesellschaft 992058 O.Z. 0050/51535 DE 



oder sonstig als Ester oder Amide gebundenen Fettsauren vor. 
Auch freie Fettsauren sind in den Organismen in Form der freien 
Fettsauren oder in Form ihrer Salze enthalten. Die freien oder 
gebundenen ungesattigten Fettsauren enthalten vorteilhaft gegen- 
5 uber den Ausgangsorganismen einen erh6hten Gehalt an Fettsauren 
mit A6-Doppelbindungen wie vorteilhaft y-Linolensaure . Die durch 
Anzucht im erf indungsgemaSen Verfahren gewonnenen Organismen 
und die in ihnen enthaltenen ungesattigten Fettsauren konnen 
direkt beispielsweise zur Herstellung von pharmazeutischen 
10 Zubereitungen, von Agrochemikalien, Futtermitteln oder Lebens- 
mitteln verwendet werden oder aber nach Isolierung aus den 
Organismen. Dabei konnen alle Stufen der Aufreinigung der unge- 
sattigten Fettsauren verwendet werden, das heifit von Rohextrakten 
der Fettsauren bis zu vollstandig gereinigten Fettsauren sind fur 
15 die Herstellung der vorgenannten Produkte geeignet . In einer vor- 
teilhaften Aus fiihrungs form konnen die gebundenen Fettsauren aus 
beispielsweise den Olen bzw. Lipiden beispielsweise iiber eine 
basische Hydrolyse z.B. mit NaOH oder KOH freigesetzt werden. 
Diese freien Fettsauren konnen direkt im erhaltenen Gemisch oder 
20 nach weiterer Aufreinigung zur Herstellung von pharmazeutischen 
Zubereitungen, von Agrochemikalien, Futtermitteln oder Lebens- 
mitteln verwendet werden. Auch k6nnen die gebundenen oder freien 
Fettsauren zur Umesterung oder Veresterung beispielsweise mit 
anderen Mono-, Di- oder Triglyceriden oder Glycerin verwendet 
25 werden, urn den Anteil an ungesattigten Fettsauren in diesen 
Verbindungen beispielsweise in den Triglyceriden zu erhohen. 

Ein weiterer erf indungsgemafcer Gegenstand ist ein Verfahren zur 
Herstellung von Triglyceriden mit einem erh6hten Gehalt an unge- 
30 sattigten Fettsauren, indem man Triglyceride mit gesattigten oder 
ungesattigten oder gesattigten und ungesattigten Fettsauren mit 
mindestens einem der Protein, das durch die Sequenz SEQ ID NO: 2 
codiert wird, inkubiert. Vorteilhaft wird das Verfahren in Gegen- 
wart von Verbindungen durchgefuhrt , die Reduktionsaquivalente 
35 aufnehmen oder abgeben konnen. Anschliefcend konnen die Fettsauren 
aus den Triglyceriden freigesetzt werden. 

Die oben genannten Verfahren ermoglichen vorteilhaft die Synthese 
von Fettsauren oder gebundenen Fettsauren wie Triglyceriden mit 
40 einem erhohten Gehalt an Fettsauren mit A6-Doppelbindungen. 

Als Organismen fur die genannten Verfahren seien beispielhaft 
Pflanzen wie Arabidopsis, Gerste, Weizen, Roggen, Hafer, Mais, 
Soja, Reis, Baumwolle, Zuckerriibe, Tee, Karotte, Paprika, Canola, 
45 Sonnenblume, Flachs, Hanf, Kartoffel, Triticale, Tabak, Tomate, 
Raps, Kaffee, Tapioka, Maniok, Pfeilwurz, Tagetes, Alfalfa, 
ErdnuS, Rizinus, Kokosnufc, Olpalme, Farbersaflor (Carthamus 
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tinctorius) , Salat und den verschiedenen Baum-, NuS- und Wein- 
spezies, oder Kakaobohne, Mikroorganismen wie Pilze Mortierella, 
Saprolegnia oder Pythium, Bakterien wie die Gattung Escherichia, 
Cyanobakterien, Algen oder Protozoen wie Dinof lagellaten wie 
5 Crypthecodinium genannt. Bevorzugt werden Organismen, die 

naturlicherweise Ole in groEeren Mengen synthetisieren konnen 
wie Mikroorganismen wie Pilze wie Mortierella alpina, Pythium 
insidiosum oder Pflanzen wie Soja, Raps, Kokosnufc, Olpalme, 
Canola, Farbersaflor (Carthamus tinctorius) , Rizinus, Calendula, 
10 Lein, Borretsch, ErdnuS, Kakaobohne oder Sonnenblume , besonders. 
bevorzugt werden Soja, Raps oder Sonnenblume . 

Die in den Verfahren verwendeten Organismen werden je nach 
Wirtsorganismus in dem Fachmann bekannter Weise angezogen bzw. 
15 gezuchtet. Mikroorganismen wie Bakterien, Pilze, Ciliaten, 

pf lanzliche oder tierische Zellen werden in der Regel in einem 
fliissigen Medium, das eine Kohlenstoff quelle meist in Form von 
Zuckern, eine Stickstof f quelle meist in Form von organischen 
Stickstof fquellen wie Hefeextrakt oder Salzen wie Ammoniumsulf at , 
20 Spurenelemente wie Eisen-, Mangan-, Magnesiums alze und gegebenen- 
falls Vitamine enthalt, bei Temperaturen zwischen 0°C und 100°C, 
bevorzugt zwischen 10°C bis 60°C unter je nach Organismus Sauer- 
stof fbegasung oder in Abwesenheit von Sauerstoff angezogen. Dabei 
kann der pH der Nahrf ltissigkeit auf einen festen Wert gehalten 
25 werden, das hei£t der pH wird wahrend der Anzucht reguliert 
oder der pH wird nicht reguliert und verandert sich wahrend 
der Anzucht. Die Anzucht kann batch weise, semi batch weise 
oder kontinuierlich erfolgen. Nahrstoffe konnen zu beginn der 
Fermentation vorgelegt oder semikontinuierlich oder kontinuier- 
30 lich nach gefuttert werden. Auch eine Anzucht auf festen Medien 
ist moglich. 

Pflanzen werden nach Transformation in der Regel zunachst 
regeneriert und anschliefcend wie liblich angezogen bzw. angebaut . 
35 Dies kann im Gewachshaus oder im Freiland erfolgen. 

Aus den Organismen werden nach Anzucht die Lipide in ublicher- 
weise gewonnen. Hierzu konnen die Organismen nach Ernte zunachst 
aufgeschlossen werden oder direkt verwendet werden. Die Lipide 

40 werden vorteilhaft mit geeigneten Losungsmitteln wie apolare 

Losungsmittel wie Hexan oder Ethanol, Isopropanol oder Gemischen 
wie Hexan/Isopropanol, Phenol /Chlor of orm/Isoamylalkohol bei 
Temperaturen zwischen 0°C bis 80°C, bevorzugt zwischen 20°C bis 
50°C extrahiert. Die Biomasse wird in der Regel mit einem Uber- 

45 schuE an Losungsmittel extrahiert beispielsweise einem UberschuS 
von Losungsmittel zu Biomasse von 1:4. Das Losungsmittel wird 
anschlieSend beispielsweise uber eine Destination entfernt. 
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Die Extraktion kann auch mit superkritischem C0 2 erfolgen. 
Nach Extraktion kann die restliche Biomasse beispielsweise 
uber Filtration entfernt werden. 

5 Das so gewonnene RohSl kann anschlieSend weiter aufgereinigt 
werden, beispielsweise in dem Trubungen uber das Versetzen 
mit polaren Losungsmittel wie Aceton oder Chloroform und 
anschlieSender Filtration oder Zentrif ugation entfernt werden. 
Auch eine weitere Reinigung uber chromatographische Verfahren, 
10 Destination oder Kristallisation ist moglich. 

Zur Gewinnung der freien Fettsauren aus den Triglyceriden werden 
diese in ublicher Weise, wie oben beschrieben, verseift. 

15 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind ungesattigte Fett- 
sauren sowie Trigylceride mit einem erhohten Gehalt an unge- 
sattigten Fettsauren, die nach den oben genannten Verfahren 
hergestellt wurden, sowie deren Verwendung zur Herstellung von 
Nahrungsmitteln, Tierf utter, Kosmetika oder Pharmazeutika. Hierzu 

20 werden diese den Nahrungsmitteln, dem Tier f utter, den Kosmetika 
oder Pharmazeutika in ublichen Mengen zugesetzt. 




Im erfindungsgema£en Verfahren wurden durch Expression einer 
A6-Desaturase aus Moos in Organismen wie Pilze, Bakterien, 
25 Tieren oder Pflanzen, bevorzugt Pilzen, Bakterien und Pflanzen, 
besonders bevorzugt in Pflanzen, ganz besonders bevorzugt in 
Olfruchtpflanzen wie Raps, Canola, Lein, Soja, Sonnenblume , 
Borretsch, Rizinus, Olpalme, Farbersaflor (Carthamus tinctorius) , 
Kokosnu£, Erdnufc oder Kakaobohne h5here Gehalte an ungesattigten 
30 Fettsauren wie y-Linolensaure erhalten. Auch die Expression in 
Feldfruchten, wie Mais, Weizen, Roggen, Hafer, Triticale, Reis, 
Gerste, Alfalfa, oder Buschpf lanzen (Kaffee, Kakao, Tee) ist 
vorteilhaft. Durch die Expression eines Gens, das fur eine 
A-6-Desaturase aus Moos codiert, in den oben genannten Organismen 
35 konnen Gehalte an ungesattigten Fettsauren in den Organismen von 
mindestens 1 Mol-%, bevorzugt mindestens 3 Mol-%, besonders be- 
vorzugt mindestens 4 Mol-%, ganz besonders bevorzugt mindestens 
5 Mol-% erreicht werden. 

40 Unter Derivate(n) sind beispielsweise funktionelle Homologe 

der von SEQ ID NO: 1 codierten Enzyme oder deren enzymatischer 
Aktivitat, das heiSt Enzyme, die dieselben enzymatischen 
Reaktionen wie die von SEQ ID NO: 1 katalysieren, zu verstehen. 
Diese Gene ermoglichen ebenfalls eine vorteilhafte Herstellung 

45 von ungesattigten Fettsauren mit Doppelbindungen in A6-Position. 
Unter ungesattigten Fettsauren sind im folgenden doppelt oder 
mehrfach ungesMttigte Fettsauren, die Doppelbindungen aufweisen, 
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zu verstehen. Die Doppelbindungen konnen konjugiert oder nicht 
konjugiert sein. Die in SEQ ID NO: 1 genannte Sequenz codiert 
far ein Enzym, das eine A6-Desaturase-Aktivitat aufweist. 

5 Das erfindungsgemaSe Enzym A6-Desaturase fiihrt vorteilhaft in 
Fettsaurereste von Glycerol ipiden eine ci s-Doppelbindung in 
Position C 6 -C 7 ein (siehe SEQ ID NO: 1) . Das Enzym hat auEerdem 
eine A6-Desaturase-Aktivitat , die vorteilhaft in Fettsaurereste 
von Glycerolipiden ausschlieSlich eine cis-Doppelbindung in 
10 Position C 6 -C 7 einf tihrt . Diese Aktivitat hat auch das Enzym mit 
der in SEQ ID NO: 1 genannten Seguenz, bei dem es sich um eine 
monofunktionelle A6-Desaturase handelt. 

Die im erf indungsgemafien Verfahren verwendeten Nukleinsaure- 
15 sequenz(en) (fur die Anmeldung soli der singular den plural 

umfassen und umgekehrt) oder Fragmente davon konnen vorteilhaft 
zur Isolierung weiterer genomischer Sequenzen iiber Homologie- 
screening verwendet werden. 

20 Die genannten Derivate lassen sich beispielsweise aus anderen 
Organismen eukaryontischen Organismen wie Pflanzen wie speziell 
Moosen, Dinof lagellaten oder Pilze isolieren. 

Weiterhin sind unter Derivaten bzw. funktionellen Derivaten der 
25 in SEQ ID NO: 1 genannten Seguenz beispielsweise Allelvarianten 
zu verstehen, die mindestens 50 % Homologie auf der abgeleiteten 
Aminosaureebene, vorteilhaft mindestens 70 % Homologie, bevorzugt 
mindestens 80 % Homologie, besonders bevorzugt mindestens 85 % 
Homologie, ganz besonders bevorzugt 90 % Homologie aufweisen. 
30 Die Homologie wurde uber den gesamten AminosSurebereich be- 

rechnet. Es wurde das Programm PileUp, BESTFIT, GAP, TRANSLATE 
bzw. BACKTRANSLATE (= Bestandteil des Programmpaketes UWGCG, 
Wisconsin Package, Version 10.0-UNIX, January 1999, Genetics 
Computer Group, Inc., Deverux et al . , Nucleic. Acid Res., 12, 
35 1984: 387-395) verwendet (J. Mol . Evolution., 25, 351-360, 1987, 
Higgins et al., CABIOS, 5 1989: 151-153). Die von den genannten 
Nukleinsauren abgeleitete Aminosaureseguenz ist Seguenz 
SEQ ID NO: 2 zu entnehmen. Unter Homologie ist Identitat zu 
verstehen, das heiSt die Aminosaureseguenzen sind zu mindestens 
40 50 % identisch. Die erf indungsgemaSen Sequenzen sind auf Nuklein- 
saureebene mindestens 65 % homolog, bevorzugt mindestens 70 %, 
besonders bevorzugt 75 %, ganz besonders bevorzugt mindestens 
80 %. 

45 Allelvarianten umfassen insbesondere funktionelle Varianten, die 
durch Deletion, Insertion oder Substitution von Nukleotiden aus 
der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Seguenz erhaltlich sind, wobei 
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die enzymatische Aktivitat der abgeleiteten synthetisierten 
Proteine erhalten bleibt . 

Solche DNA-Sequenzen lassen sich ausgehend von der in 
5 SEQ ID NO: 1 beschriebenen DNA-Sequenz oder Teilen dieser 

Sequenzen, beispielsweise mit iiblichen Hybridisierungsverf ahren 
oder der PCR-Technik aus anderen Eukaryonten wie beispielsweise 
den oben genannt isolieren. Diese DNA-Sequenzen hybridisieren 
unter Standardbedingungen mit den genannt en Sequenzen. Zur 
10 Hybridisierung werden vorteilhaf t kurze Oligonukleotide bei- 
spielsweise der konservierten Bereiche, die iiber Vergleiche mit 
anderen Desaturasegenen in dem Fachmann bekannter Weise ermittelt 
werden konnen, verwendet. Vorteilhaf t werden die Histidin-Box- 
Sequenzen verwendet. Es konnen aber auch langere Fragmente der 
15 erfindungsgema&en Nukleinsauren oder die vollstandigen Sequenzen 
fur die Hybridisierung verwendet werden. Je nach der verwendeten 
Nukleinsaure: Oligonukleotid, langeres Fragment oder vollstandige 
Sequenz oder je nachdem welche Nukleinsaureart DNA oder RNA fur 
die Hybridisierung veirwendet werden, variieren diese Standard- 
20 bedingungen. So liegen beispielsweise die Schmelztemperaturen fur 
DNA : DNA-Hybride ca . 10°C niedriger als die von DNA: RNA-Hybri den 
gleicher Lange . 

Unter Standardbedingungen sind beispielsweise je nach Nuklein- 
25 saure Temperaturen zwischen 42 und 58°C in einer wafcrigen Puffer- 
losung mit einer Konzentration zwischen 0,1 bis 5 x SSC (1 X SSC 
= 0,15 M NaCl, 15 mM Natriumcitrat , pH 7,2) oder zusatzlich in 
Gegenwart von 50 % Formamid wie beispielsweise 42 °C in 5 x SSC, 
50 % Formamid zu verstehen. Vorteilhaf terweise liegen die 
30 Hybridisierungsbedingungen fur DNA: DNA-Hybride bei 0,1 x SSC und 
Temperaturen zwischen etwa 20°C bis 45°C, bevorzugt zwischen etwa 
30°C bis 45°C. Fur DNA: RNA-Hybride liegen die Hybridisierungs- 
bedingungen vorteilhaf t bei 0,1 x SSC und Temperaturen zwischen 
etwa 30°C bis 55°C, bevorzugt zwischen etwa 45°C bis 55°C. Diese 
35 angegebenen Temperaturen fur die Hybridisierung sind beispielhaft 
kalkulierte Schmelztemperaturwerte fur eine Nukleinsaure mit 
einer Lange von ca. 100 Nukleotiden und einem G + C-Gehalt von 
50 % in Abwesenheit von Formamid. Die experiment ellen Bedingungen 
fur die DNA-Hybridisierung sind in einschlagigen Lehrbiichern der 
40 Genetik wie beispielsweise Sambrook et al., u Molecular Cloning", 
Cold Spring Harbor Laboratory, 1989, beschrieben und lassen sich 
nach dem Fachmann bekannten Formeln beispielsweise abhangig von 
der Lange der Nukleinsauren, der Art der Hybride oder dem G + 
C-Gehalt berechnen. Weitere Inf ormationen zur Hybridisierung kann 
45 der Fachmann folgenden Lehrbiichern entnehmen: Ausubel et al. 

(eds), 1985, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & 
Sons, New York; Hames and Higgins (eds), 1985, Nucleic Acids 
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Hybridization: A Practical Approach, IRL Press at Oxford 
University Press, Oxford; Brown (ed) , 1991, Essential Molecular 
Biology: A Practical Approach, IRL Press at Oxford University 
Press, Oxford. 



Weiterhin sind unter Derivaten Homologe der Sequenz SEQ ID No: 1 
beispielsweise eukaryontische Homologe, verkiirzte Sequenzen, Ein- 
zelstrang-DNA der codierenden und nichtcodierenden DNA-Sequenz 
oder RNA der codierenden und nichtcodierenden DNA-Sequenz zu 
10 verstehen. 

Au&erdem sind unter Homologen der Sequenz SEQ ID NO: 1 Derivate 
wie beispielsweise Promotorvarianten zu verstehen. Diese Varian- 
ten konnen durch ein oder mehrere Nukleotidaustausche , durch 
15 Insertion (en) und/oder Deletion (en) verandert sein, ohne da£ aber 
die Funktionalitat bzw. Wirksamkeit der Promotoren beeintrachtigt 
sind. Des weiteren konnen die Promotoren durch Veranderung ihrer 
Sequenz in ihrer Wirksamkeit erhoht oder komplett durch wirk- 
samere Promotoren auch artfremder Organismen ausgetauscht werden. 

20 

Unter Derivaten sind auch vorteilhaft Varianten zu verstehen, 
deren Nukleotidsequenz im Bereich -1 bis -2000 vor dem Startcodon 
so verandert wurden, daS die Genexpression und/oder die Protein- 
expression verandert, bevorzugt erhoht wird. Weiterhin sind unter 
25 Derivaten auch Varianten zu verstehen, die am 3 ' -Ende verandert 
wurden . 

Die Nukleinsauresequenzen, die fur eine A6-Desaturase codiert, 
konnen synthetisch hergestellt oder naturlich gewonnen sein oder 

30 eine Mischung aus synthetischen und natiir lichen DNA-Bestandteilen 
enthalten, sowie aus verschiedenen heterologen A6-Desaturase-Gen- 
abschnitten verschiedener Organismen bestehen. Im allgemeinen 
werden synthetische Nukleotid-Sequenzen mit Codons erzeugt, die 
von den entsprechenden Wirtsorganismen beispielsweise Pflanzen 

35 bevorzugt werden. Dies fiihrt in der Regel zu einer optimalen 

Expression der heterologen Gene. Diese von Pflanzen bevorzugten 
Codons konnen aus Codons mit der hochsten Proteinhauf igkeit 
bestimmt werden, die in den meisten interessanten Pflanzen- 
spezies exprimiert werden. Ein Beispiel fiir Corynebacterium 

40 glutamicum ist gegeben in: Wada et al. (1992) Nucleic Acids Res. 
20:2111-2118). Die Durchfuhrung solcher Experimente sind mit 
Hilfe von Standardinethoden durchfuhrbar und sind dem Fachmann 
auf dem Gebiet bekannt . 



5 



45 Funktionell aquivalente Sequenzen, die fur das A6-Desaturase-Gen 
codieren, sind solche Derivate der erf indungsgemafien Sequenz, 
welche trotz abweichender Nukleotidsequenz noch die gewunschten 
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Funktionen, das heifit die enzymatische Aktivitat der Proteine 
besitzen. Funktionelle Aquivalente umfassen somit natiirlich 
vorkoitunende Varianten der hierin beschriebenen Sequenzen sowie 
kiinstliche, z.B. durch chemische Synthese erhaltene, an den 
5 Codon-Gebrauch einer Pflanze angepafcte, kiinstliche Nukleotid- 
Sequenzen. 

Aufierdem -sind artifizielle DNA-Sequenzen geeignet, solange sie, 
wie oben beschrieben, die gewtinschte Eigenschaft beispiels- 
10 weise der Erhohung des Gehaltes von A6-Doppelbindungen in Fett- 
sauren, Olen oder Lipiden in der Pflanze durch Uberexpression 
des A6-Desaturase-Gens in Kulturpf lanzen vermitteln. Solche 
artif iziellen DNA-Sequenzen konnen beispielsweise durch Riick- 
iibersetzung mittels Molecular Modelling konstruierter Proteine, 
15 die A6-Desaturase-Aktivitat aufweisen oder durch in vitro- 
Selektion ermittelt werden. MSgliche Techniken zur in vitro- 
Evolution von DNA zur Veranderung bzw. Verbesserung der DNA- 
Sequenzen sind beschrieben bei Patten, P. A. et al . , Current 
Opinion in Biotechnology 8, 724-733 ( 1997) oder bei Moore, J.C. 
20 et al., Journal of Molecular Biology 272, 336-347 (1997). 
Besonders geeignet sind codierende DNA-Sequenzen, die durch 
Riickubersetzung einer Polypeptidsequenz gemafc der fur die 
Wirtspflanze spezifischen odon-Nutzung erhalten werden. 
Die spezifische Codon-Nutzung kann ein mit pflanzengenetischen 
25 Methoden vertrauter Fachmann durch Computerauswertungen anderer, 
bekannter Gene der zu transf ontiierenden Pflanze leicht ermitteln. 

Als weltere geeignete aquivalente Nukleinsaure-Sequenzen sind 
zu nennen Sequenzen, welche fur Fusionsproteine codieren, wobei 
30 Bestandteil des Fusionsproteins ein A6-Desaturase-Polypeptid 
oder ein funktionell aquivalenter Teil davon ist. Der zweite 
Teil des Fusionsproteins kann z.B. ein weiteres Polypeptid mit 
enzymatischer Aktivitat sein oder eine antigene Polypeptidsequenz 
mit deren Hilfe ein Nachweis auf A6-Desaturase-Expression mog- 
35 lich ist (z.B. myc-tag oder his-tag) . Bevorzugt handelt es sich 
dabei jedoch urn eine regulative Proteinsequenz , wie z.B. ein 
Signalsequenz fur das ER, das das A6-Desaturase-Protein an den 
gewiinschten Wirkort leitet. 

40 Vorteilhaft konnen die A6-Desaturase-Gene im erf indungsgemaEen 
Verfahren mit weiteren Genen der Fettsaurebiosynthese kombiniert 
werden. Beispiele fur derartige Gene sind die Acetyltransf erasen, 
weitere Desaturasen oder Elongasen ungesattigter oder gesattigter 
Fettsauren wie in WO 00/12720 beschrieben. Fur die in-vivo und 

45 speziell in-vitro Synthese ist die Kombination mit z.B. NADH- 
Cytochrom B5 Reduktasen vorteilhaft, die Redukt ions aquivalente 
auf nehmen oder abgeben konnen . 
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Unter den im erf indungsgema£en Verfahren verwendeten Proteine 
sind Proteine zu verstehen, die eine in der Sequenz SEQ ID NO: 2 
dargestellte Aminosauresequenz oder eine daraus durch Substi- 
tution, Inversion, Insertion oder Deletion von einem oder 
5 mehreren Aminosaureresten erhaitliche Sequenz enthalten, wobei 
die enzymatische Aktivitat des in SEQ ID NO: 2 dargestellten 
Proteins erhalten bleibt bzw. nicht wesentlich reduziert wird. 
Unter nicht wesentlich reduziert sind alle Enzyme zu verstehen, 
die noch mindestens 10 %, bevorzugt 20 %, besonders bevorzugt 

10 30 % der enzymatischen Aktivitat des Aus gangs enzyms aufweisen. 
Dabei konnen beispielsweise bestimmte Aminosauren durch solche 
mit ahnlichen physikochemischen Eigenschaf ten (Raumerf ullung, 
Basizitat, Hydrophobizitat etc.) ersetzt werden. Beispielsweise 
werden Argininreste gegen Lysinreste, Valinreste gegen Isoleucin- 

15 reste oder Asparaginsaurereste gegen Glutaminsaurereste aus- 
getauscht. Es konnen aber auch ein oder mehrere Aminosauren in 
ihrer Reihenfolge vertauscht, hinzugefugt oder entfernt werden, 
oder es konnen mehrere dieser MaSnahmen miteinander kombiniert 
werden . 

20 

Unter Derivaten sind auch funktionelle Aquivalente zu verstehen, 
die insbesondere auch naturliche oder kunstliche Mutationen einer 
ursprunglich isolierten fur A6-Desaturase codierende Sequenz 
beinhalten, welche weiterhin die gewunschte Funktion zeigen, das 
25 hei£t das deren enzymatische Aktivitat nicht wesentlich reduziert 
ist. Mutationen umfassen Subs ti tut ionen, Additionen, Deletionen, 
Vertauschungen oder Insertionen eines oder mehrerer Nukleotid- 
reste. Somit werden beispielsweise auch solche Nukleotidsequenzen 
durch die vorliegende Erfindung mit umfaSt, welche man durch 
30 Modifikation der A6-Desaturase Nukleotidsequenz erhalt . Ziel 
einer solchen Modifikation kann z.B. die weitere Eingrenzung 
der darin enthaltenen codierenden Sequenz oder z.B. auch die 
Einfvigung weiterer Restriktionsenzym-Schnittstellen sein. 

35 Funktionelle Aquivalente sind auch solche Varianten, deren 
Funktion, verglichen mit dem Ausgangsgen bzw. Genfragment, 
abgeschwacht (= nicht wesentlich reduziert) oder verstarkt ist 
(= Enzymaktivitat ist starker als die Aktivitat des Ausgangs- 
enzym, das heiSt Aktivitat ist hoher als 100 %, bevorzugt hoher 

40 als 110 %, besonders bevorzugt hoher als 13 0 %) . 

Die im erfindungsgemaSen Verfahren verwendeten oben genannten 
Nukleins&uresequenzen werden vorteilhaft zum Einbringen in 
einen Wirtsorganismus in eine Expressionskassette inseriert . 
45 Die Nukleinsauresequenzen konnen jedoch auch direkt in den Wirts- 
organismus eingebracht werden. Die Nukleinsauresequenz kann dabei 
vorteilhaft beispielsweise eine DNA— oder cDNA-Sequenz sein. 
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Zur Insertion in eine Expressionskassette geeignete codierende 
Sequenzen sind beispielsweise solche, die fiir eine A6-Desaturase 
mit den oben beschriebenen Sequenzen codieren und die dem Wirt 
die Fahigkeit zur Uberproduktion von Fettsauren, Olen oder 
5 Lipiden mit Doppelbindungen in A6-Position verleihen. Diese 
Sequenzen konnen homologen oder heterologen Ursprungs sein. 

Unter einer Expressionskassette (= Nukleinsaurekonstrukt oder 
-fragment) ist die in SEQ ID NO: 1 genannte Sequenz, die sich 
10 als Ergebnis des genetischen Codes und/oder deren funktionellen 
oder nicht funktionellen Derivate zu verstehen, die mit einem 
oder mehreren Regulationssignalen vorteilhaf terweise zur Erhohung 
der Genexpression funktionell verkniipft wurden und welche die 
Expression der codierenden Sequenz in der Wirtszelle steuern. 
15 Diese regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression 
der Gene und der Proteinexpression ermoglichen. Dies kann bei- 
spielsweise je nach Wirtsorganismus bedeuten, da£ das Gen erst 
nach Induktion exprimiert und/oder uberexprimiert wird, oder daS 
es sofort exprimiert und/oder uberexprimiert wird. Beispielsweise 
20 handelt es sich bei diesen regulatorischen Sequenzen urn Sequenzen 
an die Induktoren oder Repressoren binden und so die Expression 
der Nukleinsaure regulieren. Zusatzlich zu diesen neuen Regu- 
lationssequenzen oder anstelle dieser Sequenzen kann die natur- 
liche Regulation dieser Sequenzen vor den eigentlichen Struktur- 
25 genen noch vorhanden sein und gegebenenf alls genetisch verandert 
worden sein, so da£ die naturliche Regulation ausgeschaltet und 
die Expression der Gene erhoht wurde. Das Genkonstrukt kann aber 
auch einfacher aufgebaut sein, das heiSt es wurden keine zusatz- 
lichen Regulationssignale vor die Nukleinsauresequenz oder dessen 
30 Derivate inseriert und der natiirliche Promotor mit seiner Regu- 
lation wurde nicht entf ernt . Stattdessen wurde die naturliche 
Regulationssequenz so mutiert, da£ keine Regulation mehr erfolgt 
und/oder die Genexpression gesteigert wird. Diese veranderten 
Promotoren konnen in Form von Teilsequenzen (= Promotor mit 
35 Teilen der erf indungsgemaSen Nukleinsauresequenzen) auch allein 
vor das naturliche Gen zur Steigerung der Aktivitat gebracht 
werden. Das Genkonstrukt kann auEerdem vorteilhaf terweise auch 
eine oder mehrere sogenannte "enhancer Sequenzen 7 ' funktionell 
verkniipft mit dem Promotor enthalten, die eine erhohte Expression 
40 der Nukleinsauresequenz ermoglichen. Auch am 3 ' -Ende der DNA- 
Sequenzen konnen zusatzliche vorteilhafte Sequenzen inseriert 
werden wie weitere regulatorische Elemente oder Terminatoren. 
Das A6-Desaturase-Gen kann in einer oder mehreren Kopien in 
der Expressionskassette (= Genkonstrukt) enthalten sein. Auch 
45 eventuell mit exprimierte Gene, die vorteilhaf t an der Fettsaure- 
biosynthese beteiligt sind, konnen in einer oder mehreren Kopien 
in der Expressionskassette vorhanden sein. 
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Die regulator ischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei wie 
oben beschrieben vorzugsweise die Genexpression der eingefuhrten 
Gene positiv beeinflussen und dadurch erhohen. So kann eine Ver- 
starkung der regulatorischen Elemente vorteilhaf terweise auf der 
5 Transkriptionsebene erfolgen, indent starke Transkriptionssignale 
wie Promotoren und/oder "Enhancer" verwendet werden. Daneben ist 
aber auch eine Verstarkung der Translation moglich, indem bei- 
spielsweise die Stabilitat der mRNA verbessert wird. 

10 Als Promotoren in der Expressionskassette sind grundsatzlich 
alle Promotoren geeignet, die die Expression von Fremdgenen in 
Organismen vorteilhaf t in Pflanzen oder Pilzen steuern konnen. 
Vorzugsweise verwendet man insbesondere einen pflanzlichen 
Promotor oder Promotoren, die beispielsweise aus einem Pflanzen - 
15 virus entstammen. Vorteilhaf te Regulationssequenzen fur das 

erf indungsgemaSe Verfahren sind beispielsweise in Promotoren wie 
cos-, tac-, trp-, tet-, trp-tet-, lpp-, lac-, lpp-lac-, lacl<*-' 
T7-, T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, SP6-, A,-P R - oder im X-P L -Promotor 
enthalten, die vorteilhaf terweise in gram-negativen Bakterien 
20 Anwendung finden. Weitere vorteilhaf te Regulationssequenzen sind 
beispielsweise in den gram-positiven Promotoren amy und SP02 , in 
den Hefe- oder Pilzpromotoren ADC1, MFOt, AC, P-60, CYC1, GAPDH, 
TEF, rp28, ADH oder in den Pf lanzenpromotoren wie CaMV/35S 
[Franck et al . , Cell 21(1980) 285-294], RUBISCO SSU, OCS, B33, 
25 nos (= Nopalin Synthase Promotor) oder im Ubiquitin-Promotor 
enthalten. Die Expressionskassette kann auch einen chemisch 
induzierbaren Promotor enthalten, durch den die Expression des 
exogenen A6-Desaturase-Gens in den Organismen vorteilhaft in den 
Pflanzen zu einem bestimmten Zeitpunkt gesteuert werden kann. 
30 Derartige vorteilhafte Pf lanzenpromotoren sind beispielsweise 
der PRPl-Promotor [Ward et al . , Plant. Mol . Biol. 22 (1993), 
361-366], ein durch Benzensulf onamid-induzierbarer (EP 388186), 
ein durch Tetrazyklin-induzierbarer (Gatz et al . , (1992) Plant 
J. 2,397-404), ein durch Salizylsaure induzierbarer Promotor 
35 (WO 95/19443), ein durch Abscisinsaure-induzierbarer (EP335528) 
bzw. ein durch Ethanol- oder Cyclohexanon- induzierbarer 
(WO 93/21334) Promotor. Weitere Pf lanzenpromotoren sind bei- 
spielsweise der Promotor der cytosolischen FBPase aus Kartoffel, 
der ST-LSI Promotor aus Kartoffel (Stockhaus et al . , EMBO J. 
40 8 (1989) 2445-245), der Promotor der Phosphoribosylpyrophosphat 
Amidotransf erase aus Glycine max (siehe auch Genbank Accession 
Nummer U87999) oder ein Nodien-spezif ischen Promotor wie in 
EP 249676 konnen vorteilhaft verwandt werden. Vorteilhaft sind 
insbesondere solche pflanzliche Promotoren, die die Expression in 
45 Geweben oder Pf lanzenteilen/-organen sicherstellen, in denen die 
Fettsaurebiosynthese bzw. dessen Vorstufen stattfindet wie bei- 
spielsweise im Endosperm oder im sich entwickelnden Embryo. Ins- 
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besondere zu nennen sind vorteilhafte Promotoren, die eine samen- 
spezifische Expression gewahrleisten wie beispielsweise der USP- 
Promotor oder Derivate davon, der LEB4-Promotor , der Phaseolin- 
Promotor oder der Napin-Promotor . Der erf indungsgemaS aufgeftihrte 
5 und besonders vorteilhafte USP-Promotor oder dessen Derivate ver- 
mitteln in der Samenentwicklung eine sehr friih Genexpression 
(Baeumlein et al . , Mol Gen Genet, 1991, 225 (3): 459-67). Weitere 
vorteilhafte samenspezif ische Promotoren, die fur monokotyle und 
dikotyle Pflanzen verwendet werden konnen, sind die fur Dikotyle 
10 geeignete Promotoren wie ebenfalls beispielhaft ausgefiihrte 
Napingen-Promotor aus Raps (US5, 608, 152) , der Oleosin-Promotor 
aus Arabidopsis (W098/45461) , der Phased in-Promot or aus 
Phaseolus vulgaris (US5 , 504, 200 ) , der Bce4-Promotor aus Brassica 
(WO91/13980) oder der Leguminosen B4-Promotor (LeB4, Baeumlein 
15 et al., Plant J., 2, 2, 1992: 233 - 239) oder fur Monokotyle 

geeignete Promotoren wie die Promotoren die Promotoren des lpt2- 
oder lptl-Gens aus Gerste (W095/15389 und WO95/23230) oder die 
Promotoren des Gersten Hordein-Gens , des Reis Glutei in-Gens , des 
Reis Oryzin-Gens, des Reis Prolamin-Gens , des Weizen Gliadin- 
20 Gens, des Weizen Glutelin-Gens , des Mais Zein-Gens, des Hafer 
Glutelin-Gens , des Sorghum Kasirin-Gens oder des Roggen Secalin- 
Gens, die in WO99/16890 beschrieben werden. 

Weiterhin sind insbesondere solche Promotoren bevorzugt, die 
25 die Expression in Geweben oder Pf lanzenteilen sicherstellen, in 
denen beispielsweise die Biosynthese von Fettsauren, Olen und 
Lipiden bzw. deren Vorstufen stattfindet. Insbesondere zu nennen 
sind Promotoren, die eine samenspezif ische Expression gewahr- 
leisten. Zu nennen sind der Promotor des Napin-Gens aus Raps 
30 (US 5,608,152), des USP-Promotor aus Vicia faba (USP=unbekanntes 
Samenprotein, Baeumlein et al., Mol Gen Genet, 1991, 225 (3) : 
459-67), des Oleosin-Gens aus Arabidopsis (W098/45461) , des 
Phaseolin-Promotors (US 5,504,200) oder der Promotor des Legumin 
B4-Gens (LeB4; Baeumlein et al., 1992, Plant Journal, 2 (2): 
35 233-9) . Weiterhin sind zu nennen Promotoren, wie der des lpt2 
Oder lptl-Gens aus Gerste (W095/15389 und WO95/23230) , die in 
monokotylen Pflanzen samenspezif ische Expression vermitteln. 

In der Expressionskassette (= Genkonstrukt , Nukleinsaurekon- 
40 strukt) k6nnen wie oben beschrieben noch weitere Gene, die in 
die Organismen eingebracht werden sollen, enthalten sein. Diese 
Gene konnen unter getrennter Regulation oder unter der gleichen 
Regulationsregion wie das A6-Desaturase-Gen liegen. Bei diesen 
Genen handelt es sich beispielsweise urn weitere Biosynthesegene 
45 vorteilhaft der Fettsaurebiosynthese, die eine gesteigerte 

Synthese ermoglichen. Beispielsweise seien die Gene fur die A15-, 
A12-, A9-, A5-, A4-Desaturase, die verschiedenen Hydroxylasen, 
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die Acyl-ACP-Thioesterasen, |}-Ketoacyl-Synthasen oder (3-Ketoacyl- 
Reductasen genannt . Vorteilhaft werden die Desaturasegene im 
Nukleinsaurekonstrukt verwendet . 

5 Prinzipiell konnen alle naturlichen Promotoren mit ihren Regu- 
lationssequenzen wie die oben genannt en fur die erf indungsgema&e 
Expressionskassette und das erf indungsgemaSe Verfahren, wie 
unten beschrieben, verwendet werden. Dariiberhinaus konnen auch 
synthetische Promotoren vorteilhaft verwendet werden. 

10 

Es konnen verschiedene DNA-Fragmente manipuliert werden, urn 
eine Nukleotid-Sequenz zu erhalten, die zweckmaSigerweise in 
der korrekten Richtung gelesen wird und die mit einem korrekten 
Leseraster ausgestattet ist. Fur die Verbindung der DNA-Fragmente 
15 (= erf indungsgemaSe Nukleinsauren) miteinander konnen an die 
Fragmente Adaptoren oder Linker angesetzt werden. 

ZweckmaSigerweise konnen die Promotor- und die Terminator- 
Regionen in Transkriptionsrichtung mit einem Linker oder Poly- 
linker, der eine oder mehrere Restriktionsstellen fur die 
Insertion dieser Sequenz enthalt, versehen werden. In der Regel 
hat der Linker 1 bis 10, meistens 1 bis 8, vorzugsweise 2 bis 
6 Restriktionsstellen. Im allgemeinen hat der Linker innerhalb 
der regulatorischen Bereiche eine GroSe von weniger als 100 bp, 
haufig weniger als 60 bp, mindestens jedoch 5 bp. Der Promotor 
kann sowohl nativ bzw. homolog als auch fremdartig bzw. hetero- 
log zum Wirtsorganismus beispielsweise zur Wirtspflanze sein. 
Die Expressionskassette beinhaltet in der 5 ' -3 ' -Transkriptions- 
richtung den Promotor, eine DNA-Sequenz, die fur ein im er- 
f indungsgemaSen Verfahren verwendetes A6-Desaturase-Gen codiert 
und eine Region fur die transkriptionale Termination. Ver- 
schiedene Terminationsbereiche sind gegeneinander beliebig 
austauschbar . 

Ferner konnen Manipulationen, die passende Restriktionsschnitt- 
stellen bereitstellen oder die uberfltissige DNA oder Restrik- 
tionsschnittstellen entfernen, eingesetzt werden. Wo Insertionen, 
Deletionen oder Substitutionen wie z.B. Transitionen und Trans- 
versionen in Frage kommen, konnen In vitro-Mutagenese, -primer- 
repair-, Restriktion oder Ligation verwendet werden. Bei geeig- 
neten Manipulationen, wie z.B. Restriktion, -chewing-back- oder 
Auffiillen von Uberhangen fur -blunt ends - , konnen komplementare 
Enden der Fragmente fur die Ligation zur Verfugung gestellt 
werden . 



20 



25 



30 



35 



40 



45 
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Von Bedeutung fur eine vorteilhafte hohe Expression kann u.a. 
das Anhangen des spezifischen ER-Retentionssignals SEKDEL sein 
(Schouten, A. et al . , Plant Mol . Biol. 30 (1996), 781-792), die 
durchschnittliche ExpressionshShe wird damit verdreifacht bis 
5 vervierf acht . Es konnen auch andere Retentionssignale, die natiir- 
licherweise bei im ER lokalisierten pflanzlichen und tierischen 
Proteinen vorkommen, fur den Aufbau der Kassette eingesetzt 
werden . 

10 Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pflanzliche Poly- 

adenylierungssignale, vorzugsweise solche, die im wesentlichen 
T-DNA-Polyadenylierungssignale aus Agrobacterium tumefaciens, 
insbesondere des Gens 3 der T-DNA (Octopin Synthase) des 
Ti-Plasmids pTiACH5 entsprechen (Gielen et al., EMBO J. 3 (1984), 

15 835 ff) oder entsprechende funktionelle Aquivalente. 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion 
eines geeigneten Promoters mit einer geeigneten A6-Desaturase- 
DNA-Sequenz sowie einem Polyadenylierungs signal nach gangigen 
20 Rekombinations- und Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise 
in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning- 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, NY (1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. 
Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor 
25 Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F M 

et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing 
Assoc. and Wiley-Interscience (1987) beschrieben werden. 

Die DNA Seguenz codierend fur eine A6-Desaturase aus Phsyco- 
30 mitrella patens beinhaltet alle Sequenzmerkmale, die notwendig 
smd, urn eine dem Ort der Fettsaure-, Lipid- oder 6lbiosynthese 
korrekte Lokalisation zu erreichen. Daher sind keine weiteren 
Targetingsequenzen per se notwendig. Allerdings kann eine solche 
Lokalisation wiinschenswert und vorteilhaft sein und daher kunst- 
35 lich verandert oder verstarkt werden, sodaS auch solche Fusions- 
konstrukte eine bevorzugte vorteilhafte Aus fuhrungs form der 
Erfindung sind. 



Insbesondere bevorzugt sind Sequenzen, die ein Targeting in 
40 Plastiden gewahrleisten. Unter bestimmten Umstanden kann auch 
ein Targeting in andere Kompartimente (referiert: Kermode Crit 
Rev. Plant Sci. 15, 4 (1996), 285-423) z.B. in in die Vakuole, 
in das Mitochondrium, in das Endoplasmatische Retikulum (ER) 
Peroxisomen, LipidkQrper oder durch ein Fehlen entsprechender 
45 operativer Sequenzen ein Verbleib im Kompartiment des Entstehens, 
dem Zytosol, wiinschenswert sein. 
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Vorteilhafterweise werden die fur A6-Desaturase-Gene codierenden 
Nukleinsauresequenzen zusammen mit mindestens einem Reportergen 
in eine Expressionskassette kloniert, die in den Organismus liber 
einen Vektor oder direkt in das Genom eingebracht wird. Dieses 
5 Reportergen sollte eine leichte Detektierbarkeit tiber einen 

Wachstums-, Fluoreszenz-, Chemo-, Biolumineszenz- oder Resistenz- 
assay oder uber eine photometrische Messung ermoglichen. Bei- 
spielhaft seien als Reportergene Antibiotika-oder Herbizid- 
resistenzgene, Hydrolasegene, Fluoreszenzproteingene, Biolumin- 

10 eszenzgene, Zucker- oder Nukleotidstof fwechselgene oder Bio- 
synthesegene wie das Ura3-Gen, das Ilv2-Gen, das Lucif erasegen, 
das p-Galactosidasegen, das gfp-Gen, das 2-Desoxyglucose-6- 
phosphat-Phosphatasegen, das p-Glucuronidas e-Gen, (3-Lactamasegen, 
das Neomycinphosphotransferasegen, das Hygromyc inphospho trans - 

15 f erasegen oder das BASTA (= Gluphosinatresistenz ) -Gen genannt. 
Diese Gene ermoglichen eine leichte MeSbarkeit und Quantif izier- 
barkeit der Transkriptionsaktivitat und damit der Expression der 
Gene. Damit lassen sich Genomstellen identif izieren, die eine 
unterschiedliche Produktivitat zeigen. 



20 



GemalS einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm umfafct eine Expressions- 
kassette stromauf warts, d.h. am 5 ' -Ende der codierenden Secjuenz , 
einen Promotor \ind stromabwarts , d.h. am 3 '-Ende, ein Poly- 
adenylierungs signal und gegebenenf alls weitere regulatorische 
25 Elemente, welche mit der dazwischenliegenden codierenden Sequenz 
fur die A6-Desaturase DNA Sequenz operativ verknupft sind. Unter 
einer operativen Verkniipfung versteht man die sequenzielle 
Anordnung von Promotor, codierender Sequenz, Terminator und ggf . 
weiterer regulativer Elemente derart, daS jedes der regulativen 
30 Elemente seine Funktion bei der Expression der codierenden 
Sequenz bestimmungsgemaS erfullen kann. Die zur operativen 
Verkniipfung bevorzugten Sequenzen sind Targeting-Sequenzen zur 
Gewahrleistung der subzellularen Lokalisation in Plastiden. Aber 
auch Targeting-Sequenzen zur Gewahrleistung der subzellularen 
35 Lokalisation im Mitochondrium, im Endoplasmatischen Retikuliim 

(= ER) , im Zellkern, in Olkorperchen oder anderen Kompartimenten 
sind bei Bedarf einsetzbar sowie Translationsverstarker wie die 
5 '-Fuhrungs sequenz aus dem Tabak-Mosaik-Virus (Gallie et al . , 
Nucl. Acids Res. 15 (1987), 8693-8711). 

40 

Eine Expressionskassette kann beispielsweise einen konstitutiven 
Promotor (bevorzugt den USP- oder Napin-Promotor ) , das zu 
exprimierende Gen und das ER-Retentionssignal enthalten. Als 
ER-Retentionssignal wird bevorzugt die Aminosauresequenz KDEL 
45 (Lysin, Asparaginsaure , Glutaminsaure , Leucin) verwendet. 
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Die Expressionskassette wird zur Expression in einem pro- 
karyontischen Oder eukaryontischen Wirtsorganismus beispielsweise 
einem Mikroorganismus wie einem Pilz oder einer Pflanze vorteil- 
hafterweise in einen Vektor wie beispielsweise einem Plasmid, 
5 einem Phagen oder sonstiger DNA inseriert, der eine optimale 
Expression der Gene im Wirtsorganismus ermoglicht. Geeignete 
Plasmide sind beispielsweise in E. coli pLG33 8, pACYC184; pBR- 
Serie wie z.B. pBR322, pUC-Serie wie pUC18 oder pUC19, M113mp- 
Serie, pKC30, pRep4, pHSl, pHS2, pPLc23 6 , pMBL24, pLG2 00, pUR290, 
10 pIN-IIlH3_ B i # Xgtll oder pBdCI, in Streptomyces pIJlOl, pIJ364, 
PIJ702 oder pIJ361, in Bacillus pUBHO, pC194 oder pBD214, in 
Corynebacterium pSA77 oder pAJ667, in Pilzen pALSl, pIL2 oder 
pBBH6, weitere vorteilhafte Pilzvektoren werden von Romanos, 
M.A. et al., [(1992) "Foreign gene expression in yeast: a 
15 review", Yeast 8: 423-488] und von van den Hondel, C. A. M.J. J. et 
al. [(1991) "Heterologous gene expression in filamentous fungi] 
sowie in More Gene Manipulations in Fungi [J.W. Bennet & L.L. 
Lasure, eds . , p. 396-428: Academic Press: San Diego] und in "Gene 
transfer systems and vector development for filamentous fungi w 
20 [van den Hondel, C.A.M.J.J. & Punt, P.J. (1991) in: Applied 

Molecular Genetics of Fungi, Peberdy, J.F. et al . , eds., p. 1-28, 
Cambridge University Press: Cambridge] beschrieben. Vorteilhafte 
Hefevektoren sind beispielsweise 2|iM, pAG-1, YEp6, YEpl3 oder 
pEMBLYe23. Beispiele fur Algen- oder Pflanzenpromotoren sind 
25 pLGV23, pGHlac + , pBIN19 , pAK2004, pVKH oder pDH51 (siehe Schmidt, 
R. and Willmitzer, L . , 1988). Die oben genannten Vektoren oder 
Derivate der vorstehend genannten Vektoren stellen eine kleine 
Auswahl der moglichen Plasmide dar. Weitere Plasmide sind dem 
Fachmann wohl bekannt und konnen beispielsweise aus dem Buch 
30 Cloning Vectors (Eds. Pouwels P.H. et al . Elsevier, Amsterdam-New 
York-Oxford, 1985, ISBN 0 444 904018) entnommen werden. Geeignete 
pflanzliche Vektoren werden unter anderem in "Methods in Plant 
Molecular Biology and Biotechnology" (CRC Press), Kap. 6/7, 
S. 71-119 beschrieben. Vorteilhafte Vektoren sind sog. shuttle- 
35 Vektoren oder binare Vektoren, die in E. coli und Agrobacterium 
replizieren. 



Unter Vektoren sind aufcer Plasmiden auch alle anderen dem 
Fachmann bekannten Vektoren wie beispielsweise Phagen, Viren 
40 wie SV40, CMV, Baculovirus, Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, 
Phasmide, Phagemide, Cosmide, lineare oder zirkulare DNA zu 
verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsorganismus 
repliziert oder chromosomal repliziert werden, bevorzugt ist 
eine chromosomale Replikation. 

45 
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In einer weiteren Ausgestaltungsf orm des Vektors kann die 
erf indungsgemaSe Expressionskassette auch vorteilhaf terweise in 
Form einer linearen DNA in die Organismen eingefuhrt werden und 
iiber heterologe oder homologe Rekombination in das Genom des 
5 Wirtsorganismus integriert werden. Diese lineare DNA kann aus 

einem linearisierten Plasmid oder nur aus der Expressionskassette 
als Vektor oder den erf indungsgemafcen Nukleinsauresequenzen 
bestehen. 

10 In einer weiteren vorteilhaf ten Aus fuhrungs form kann die 
erf indungsgema£e Nukleinsauresequenz auch alleine in einen 
Organismus eingebracht werden. 

Sollen neben der erf indungsgemaSen Nukleinsauresequenz weitere 
15 Gene in den Organismus eingefuhrt werden, so konnen alle zusammen 
mit einem Reportergen in einem einzigen Vektor oder jedes ein- 
zelne Gen mit einem Reportergen in je einem Vektor oder mehrere 
^^^^ Gene zusammen in verschiedenen Vektoren in den Organismus ein- 
gebracht werden, wobei die verschiedenen Vektoren gleichzeitig 
20 oder sukzessive eingebracht werden konnen. 

Der Vektor enthalt vorteilhaft mindestens eine Kopie der Nuklein- 
sauresequenzen, die fur eine A6-Desaturase codieren, und/oder der 
Expressionskassette. 

25 

Beispielhaft kann die pflanzliche Expressionskassette in den 
Trans format ionsvektor pRT ((a) Toepfer et al., 1993, Methods 
Enzymol., 217: 66-78; (b) Toepfer et al . 1987, Nucl . Acids. 
Res . 15: 5890 ff.) eingebaut werden. 

30 

Alternativ kann ein rekombinanter Vektor (= Expressionsvektor ) 
auch in-vitro transkribiert und translatiert werden, z.B. durch 
Nutzung des T7 Promotors und der T7 RNA Polymerase. 

35 In Prokaryoten verwendete Expressionsvektoren nutzen haufig 

induzierbare Systeme mit und ohne Fusionsproteinen bzw Fusions- 
oligopeptiden, wobei diese Fusionen sowohl N-terminal als auch 
C-terminal oder anderen nutzbaren Domanen eines Proteins erfolgen 
konnen. Solche Fusionsvektoren dienen in der Regel dazu: i.) die 
40 Expressionsrate der RNA zu erhohen ii.) die erzielbare Protein- 
syntheserate zu erhohen, iii.) die Loslichkeit des Proteins zu 
erhohen, iv. ) oder die Reinigung durch einen fur die Affinitats- 
chromatographie nutzbare Bindesequenz zu vereinf achen. Haufig 
werden auch proteolytische Spaltstellen iiber Fusionsproteine 
45 eingefuhrt, was die Abspaltung eines Teils des Fusionsproteins 
auch der Reinigung ermoglicht . Solche Erkennungssequenzen fur 
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Proteasen erkennen sind z.B. Faktor Xa, Thrombin unci Entero- 
kinase. 



Typische vorteilhafte Fusions- und Expressionsvektoren sind pGEX 
5 [Pharmacia Biotech Inc; Smith, D.B. and Johnson, K.S. (1988) Gene 
67: 31-40], pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) and pRIT5 
(Pharmacia, Piscataway, NJ) welches Glutathion S-transf erase 
beinhaltet (GST) , Maltose Bindeprotein, oder Protein A. 

10 Weitere Beispiele fur E. coli Expressionsvektoren sind pTrc 

[Amann et al . , (1988) Gene 69:301-315] und pET Vektoren [Studier 
et al., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, 
Academic Press, San Diego, California (1990) 60-89; Stratagene, 
Amsterdam, Niederlande] . 

15 

Weitere vorteilhafte Vektoren zur Verwendung in Hefe sind 
pYepSecl (Baldari, et al . , (1987) Embo CT. 6:229-234), pMFa 
(Kurjan and Herskowitz, (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz 
et al., (1987) Gene 54:113-123), and pYES-Derivate (Invitrogen 

20 Corporation, San Diego, CA) . Vektoren fur die Nutzung in fila- 

mentdsen Pilzen sind beschrieben in: van den Hondel, C .A.M. J. J. & 
Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems and vector development 
for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics of Fungi, 
J.F. Peberdy, et al . , eds . , p. 1-28, Cambridge University Press: 

25 Cambridge. 

Alternativ konnen auch vorteilhaft Insektenzellexpressionsvekto- 
ren genutzt werden z.B. fur die Expression in Sf 9 Zellen. Dies 
sind z.B. die Vektoren der pAc Serie (Smith et al . (1983) Mol . 
30 Cell Biol. 3:2156-2165) und der pVL series (Lucklow and Summers 
(1989) Virology 170:31-39) . 

Des weiteren konnen zur Genexpression vorteilhaft Pflanzen- 
zellen oder Algenzellen genutzt werden. Beispiele fur Pflanzen- 
35 expressionsvektoren finden sich in Becker, D. , et al . (1992) 
"New plant binary vectors with selectable markers located 
proximal to the left border", Plant Mol. Biol. 20: 1195-1197 
oder in Bevan, M.W. (1984) "Binary Agrobacterium vectors for 
plant transformation", Nucl. Acid. Res. 12: 8711-8721. 

40 

Weiterhin konnen die fur die A6-Desaturase codierenden Nuklein- 
sauresequenzen in S&ugerzellen exprimiert werden. Beispiel 
fur entsprechende Expressionsvektoren sind pCDM8 und pMT2PC 
genannt in: Seed, B. (1987) Nature 329:840 oder Kaufman et al . 
45 (1987) EMBO J. 6: 187-195). Dabei sind vorzugsweise zu nutzende 
Promotoren viralen Ursprungs wie z.B. Promotoren des Polyoma, 
Adenovirus 2, Cytomegalovirus oder Simian Virus 40. Weitere 
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prokaryotische und eukaryotische Expressionssysteme sind genannt 
in Kapitel 16 und 17 in Sambrook et al., Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual. 2nd, ed. , Cold Spring- Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 
5 1989. 



Das Einbringen der erf indungsgemaSen Nukleinsauren, der 
Expressionskassette oder des Vektors in Organismen beispiels- 
weise in Pflanzen kann prinzipiell nach alien dem Fachmann 
10 bekannten Methoden erfolgen. 



Fur Mikroorganismen kann der Fachmann entsprechende Methoden den 
Lehrbiichern von Sambrook, J. et al . (1989) Molecular cloning: 
A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, von 

15 F.M. Ausubel et al . (1994) Current protocols in molecular bio- 
logy, John Wiley and Sons, von D.M. Glover et al . , DNA Cloning 
Vol.1, (1995), IRL Press (ISBN 019-963476-9), von Kaiser et al . 
(1994) Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Habor Laboratory 
Press oder Guthrie et al . Guide to Yeast Genetics and Molecular 

20 Biology, Methods in Enzymology, 1994, Academic Press entnehmen. 

Die Ubertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pf lanze wird 
als Transformation bezeichnet . Es werden dabei die beschriebenen 
Methoden zur Transformation und Regeneration von Pflanzen aus 
25 Pf lanzengeweben oder Pf lanzenzellen zur transienten oder stabilen 
Transformation genutzt. Geeignete Methoden sind die Protoplasten- 
transf ormation durch Polyethylenglykol-induzierte DNA-Aufnahme, 
das biolistische Verfahren mit der Genkanone - die sogenannte 
particle bombardment Methode -, die Elektroporation, die Inku- 
30 bat ion trockener Embryonen in DNA-haltiger Losung, die Mikro- 
injektion und der durch Agrobacterium vermittelte Gentransfer. 
Die genannten Verfahren sind beispielsweise in B. Jenes et al . , 
Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Vol. 1, 
Engineering and Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und R. 
35 Wu, Academic Press (1993) 128-143 sowie in Potrykus Annu. Rev. 

Plant Physiol. Plant Molec . Biol. 42 (1991) 205-225) beschrieben. 
Vorzugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor 
kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu trans- 
formieren, beispielsweise pBinl9 (Bevan et al . , Nucl. Acids Res. 
40 12 (1984) 8711). Mit einem solchen Vektor trans formierte Agro- 
bakterien konnen dann in bekannter Weise zur Transformation von 
Pflanzen, insbesondere von Kulturpf lanzen, wie z.B. von Tabak- 
pflanzen, verwendet werden, indem beispielsweise verwundete 
Blatter oder Blattstucke in einer Agrobakterienlosung gebadet 
45 und anschlieSend in geeigneten Medien kultiviert werden. Die 
Transformation von Pflanzen mit Agrobacterium tumefaciens wird 
beispielsweise von Hofgen und Willmitzer in Nucl. Acid Res. 
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F F Whit' 9 * 77 **^* h ™ oder i«t unter anle^em bekannt aus " 
P.P. Whxte, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in Trans 
genxc Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausgegeben 
^ von S.D. Rung und R. Wu, Academic Press, 1993, S. 15-38. 

Mit einem wie oben beschriebenen Expressionsvektor transf ormiert 
Agrobakterxen konnen ebenfalls in bekannter Weise zur TranJT 
formation von Pflanzen wie Testpflanzen wie Arabidopsis oder 

10 SoifT T Wie i GStreide ' Mais ' Hafer, Roggen, Gerste, Weizen 
10 Soja, Rexs, Baumwolle, Zuckerrube, Canola, Triticale Reis 
Sonnenblume, Flachs, Hanf, Kartoffel, Tabak, Tomate, ' K affee 
Kakao, Tee, Karotte, Paprika, Raps, Tapioka, Maniok, Pfeilwurz 
Tagetes, Alfalfa, Salat und den verschiedenen Baum-, NuS- 
und Wexnspezies, insbesondere von 01-haltigen Kulturpf lanzen 
15 wxe So 3a , ErdnuS, Rizinus, Borretsch, Lein, SonnenblLe, 

Canola, Baumwolle, Flachs, Raps, KokosnuS, Olpalme, Farbersaflor 
(Carthamus tinctorius) oder Kakaobohne verwendet werden z B 
xndem verwundete Blatter oder Blattstucke in einer Agrobakterien- 
20 I7r2l ^ anSChlieEend in ^eigneten Medien kultiviert 

Die genetisch veranderten Pf lanzenzellen konnen uber alle dem 
mISZ™ ^ kannt r Metho ^n regeneriert werden. Entsprechende 
25 R W p ° ben gSnaimten Schriften von S.D. Kung und 

25 R. wu, Potrykus oder H 6 fgen und Willmitzer entnommen werden. 

Als Organismen bzw. Wirtsorganismen fur die erf indungsgemaSen 
Verfahren verwendeten Nukleinsauren, die verwendete Expressions- 
kassette oder den verwendeten Vektor eignen sich prinzTpi'x 
30 vortexlhaft alle Organismen, die in der Lage sind FettsLren 
spezxell ungesattigte Fettsauren zu synthetisieren bzw. fur die 
Fxpressxon rekombinanter Gene geeignet sind. Beispielhaft seien^ 
Pflanzen wxe Arabidopsis, Asteraceae wie Calendula oder Kultur- 

35 ' r 2 ^ 1 ! S ° ja ' ErdnUS ' R±2inus ' Sonnenblume, Mais, Baum- 
35 wolle, Flachs, Raps, KokosnuE, Olpalme, Farbersaflor (Carthamus 
txnctorxus) oder Kakaobohne, Mikroorganismen wie Pilze be! 
spxelsweise die Gattung Mortierella, Saprolegnia oder Pythium 
Bakterxen wxe die Gattung Escherichia, Cyanobakterien, CiliaTen 
Thrausto- oder Schizichytrien, Algen oder Protozoen wie Dino 
40 flagellaten wie Crypthecodinium genannt. Bevorzugt werden 
Organxsmen, die naturlicherweise 5le in grSEeren Mengen 
synthetxsieren konnen wie Pilze der Gattungen Mortierella oder 
Pythxum wxe Mortierella alpina, Pythium insidiosum oder Pflanzen 
wxe So 3 a, Raps, KokosnuE, Olpalme, Farbersaflor, Rizinus, 
45 Calendula, ErdnuE, Kakaobohne oder Sonnenblume, besonders bevor- 
zugt werden So D a, Raps, Sonnenblume, Rizinus, Mortierella oder 



Pythium. Prinzipiell sind als Wirtsorganismen auch transgene 
Tiere geeignet beispielsweise C. elegans . 





Nutzbare Wirtszellen sind weiterhin genannt in: Goeddel, Gene 
5 Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, 
San Diego, CA (1990) . 

Verwendbare Expressionsstamme z.B. solche, die eine geringere 
Proteaseaktivitat aufweisen sind beschrieben in: Gottesman, S., 
10 Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic 
Press, San Diego, California (1990) 119-128. 

Dabei kann je nach Wahl des Promotors die Expression des 
A6-Desaturase-Gens spezifisch in den Blattem, in den Samen, den 
15 Knollen oder anderen Teilen der Pflanze erfolgen. Solche Fett- 

sauren, Ole oder Lipide mit A6-Doppelbindungen uberproduzierenden 
transgenen Pflanzen, deren Vermehrungsgut , sowie deren Pflanzen- 
zellen, -gewebe oder -telle, sind e in weiterer Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung. Ein bevorzugter erf indungsgemaSer Gegen- 
20 stand sind transgene Pflanzen beispielsweise Kulturpf lanzen wie 
Mais, Hafer, Roggen, Weizen, Gerste, Mais, Reis, Soja, Zucker- 
rube, Canola, Triticale, Sonnenblume, Flachs, Hanf, Tabak, 
Tomate, Kaffee, Kakao, Tee, Karotte, Paprika, Raps, Tapioka, 
Maniok, Pfeilwurz, Tagetes, Alfalfa, Salat und den verschiedenen 
25 Baum-, Nufi- und Weinspezies , Kartoffel, insbesondere Ol-haltige 
Kulturpf lanzen, wie Soja, ErdnuS, Rizinus, Borretsch, Lein, 
Sonnenblume, Canola, Baumwolle, Flachs, Raps, Kokosnufc, Olpalme, 
Farbersaflor (Carthamus tinctorius) oder Kakaobohne, Testpf lanzen 
wie Arabidopsis oder sonstige Pflanzen wie Moose oder Algen ent- 
30 haltend eine erf indungsgemafce funktionelle Nukleinsauresequenz 
oder eine funktionelle Expressionskassette . Funktionell bedeutet 
hierbei, dafi ein enzymatisch aktives Enzym gebildet wird. 

Die Expressionskassette oder die erf indungsgemaSen Nukleinsaure- 
35 sequenzen enthaltend eine A6-Desaturasegensequenz kann darUber 
hinaus auch zur Transformation der oben beispielhaft genannt en 
Organismen wie Bakterien, Cyanobakterien, filamentosen Pilzen, 
Ciliaten, Tiere oder Algen mit dem Ziel einer ErhShung des 
Gehaltes an Fettsauren, Olen oder Lipiden A6-Doppelbindungen ein- 
40 gesetzt werden. Bevorzugte transgene Organismen sind Bakterien, 
Cyanobakterien, filamentose Pilze oder Algen. 

Unter transgenen Organismen sind Organismen zu verstehen, die 
eine Fremde aus einem anderen Organismus stammende Nuklein- 
45 saure, die far eine im erf indungsgemaSen Verfahren verwendete 
A6-Desaturase codiert, enthalten. Unter transgenen Organismen 
sind auch Organismen zu verstehen, die eine Nukleinsaure, die 
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aus demselben Organismus stammt und die fttr eine A6-Desaturase 
codiert, enthalt, wobei diese Nukleinsaure als zusStzliche 
Genkopie enthalten ist oder nicht in der naturlichen Nuklein- 
saureumgebung des A6-Desaturase-Gens enthalten ist. Transgene 
5 Organismen sind auch Organismen bei denen die naturliche 3'- 
und/oder 5 ' -Region des A6-Desaturase-Gens durch gezielte gen- 
technologische Veranderungen gegenuber dem Ausgangs organismus 
verandert wurde. Bevorzugt sind transgene Organismen bei denen 
eine Fremd-DNA eingebracht wurde. Besonders bevorzugt sind trans- 
10 gene Pflanzen, in die Fremd-DNA eingebracht wurde. Unter trans- 
genen Pflanzen sind einzelne Pf lanzenzellen und deren Kulturen 
wie beispielsweise Kalluskulturen auf Festmedien oder in Flussig- 
kultur, Pflanzenteile und ganze Pflanzen zu verstehen. 

15 Ein weiterer Erf indungsgegenstand sind transgene Organismen 
ausgewahlt aus der Gruppe Pflanzen, Pilze, Ciliaten, Algen, 
Bakterien, Cyanobakterien oder Tiere, bevorzugt transgene 
Pflanzen oder Algen, die mindestens eine isolierte Nukleinsaure- 
se<juenz enthalten, die fur ein Polypeptid mit A6-Desaturase- 

20 aktivitat codiert, ausgewahlt aus der Gruppe: 



einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 dar- 
gestellten Sequenz , 

Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerier- 
ten genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 1 ableiten 

Derivate der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsaure- 
sequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2 
dargestellten Aminosauresequenzen codieren und mindestens 
50 % Homologie auf Aminosaureebene aufweisen, ohne da£ die 
enzymatische Wirkung der Polypeptide wesentlich reduziert 
ist . 

35 Erhohung des Gehaltes von Fettsauren, Olen oder Lipiden mit 

A6-Doppelbindungen bedeutet im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
beispielsweise die kxinstlich erworbene Fahigkeit einer erhohten 
Biosyntheseleistung durch funktionelle Uberexpression des 
A6-Desaturase-Gens in den erf indungsgem&£en Organismen vorteil - 

40 haft in den erf indungsgemafcen transgenen Pflanzen gegenuber den 
nicht gentechnisch modif izierten Ausgangspf lanzen zumindest fiir 
die Dauer mindestens einer Pflanzengeneration. 

Der Biosyntheseort von Fettsauren, Olen oder Lipiden beispiels- 
45 weise ist im allgemeinen der Samen oder Zellschichten des Samens, 
so daS eine samenspezif ische Expression des A6-Desaturase-Gens 
sinnvoll ist. Es ist jedoch naheliegend, daS die Biosynthese 



a) 
25 b) 

c) 



30 
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von Fettsauren, Olen oder Lipiden nicht auf das Samengewebe 
beschrankt sein muS, sondern auch in alien ubrigen Teilen der 
Pflanze - beispielsweise in Epidermiszellen oder in den Knollen 
-gewebe spezifisch erfolgen kann. 

Daruberhinaus ist eine konstitutive Expression des exogenen 
A6-Desaturase-Gens von Vorteil . Andererseits kann aber auch 
eine induzierbare Expression wunschenswert erscheinen. 

Die Wirksamkeit der Expression des A6-Desaturase-Gens kann 
beispielsweise in vitro durch SproSmeristemvermehrung ermittelt 
werden. Zudem kann eine in Art "and Hohe veranderte Expression 
des A6-Desaturase-Gens und deren Auswirkung auf die Fettsaure-, 
01- oder Lipidbiosyntheseleistung an Testpflanzen in Gewachshaus- 
versuchen getestet werden. 

Gegenstand der Erfindung sind wie oben beschrieben transgene 
Pflanzen, trans formiert mit einer Nukleinsauresequenz , die fur 
eine A6-Desaturase codiert, einem Vektor oder einer Expressions- 
kassette enthaltend eine A6-Desaturase-Gensequenz oder mit dieser 
hybridisierende DNA-Sequenzen, sowie transgene Zellen, Gewebe, 
Teile und Vermehrungsgut solcher Pflanzen. Besonders bevorzugt 
sind dabei transgene Kulturpf lanzen wie oben beschrieben. 

25 Pflanzen im Sinne der Erfindung sind mono- und dikotyle Pflanzen 
oder Algen. 




Weitere Gegenstande der Erfindung sind: 

Verwendung einer A6-Desaturase-DNA-Gensequenz mit der in 
SEQ ID N0:1 genannten Sequenz oder mit dieser hybridisierende 
DNA-Sequenzen zur Herstellung von Pilzen, Bakterien, Tieren 
oder Pflanzen bevorzugt Pflanzen mit erhohtem Gehalt an 
Fettsauren, Olen oder Lipiden mit A6-Doppelbindungen durch 
Expression dieser A6-Desaturase DNA-Sequenz in Pflanzen. 

Verwendung der Proteine mit den Sequenz en SEQ ID NO: 2 zur 
Herstellung von ungesattigten Fettsauren in Pflanzen, Pilzen, 
Bakterien oder Tieren bevorzugt Pflanzen. 




45 
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Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele naher erTa^rt" 
Beispiele 



5 Beispiel 1; 



Allgemeine Klonierungsverf ahren und Anzuchts- 
verfahren: 




Dxe Klonierungsverf ahren wie z.B. Restriktionsspaltungen, 
Agarose-Gelelektrophorese, Reinigung von DNA-FragmentL Transfer 
10 von Nukleinsauren auf Nitrozellulose und Nylon Melr^en C 

SlLT r ^-^^ T — ^-ation von Escherichia coli 
Zellen, Anzucht von Organismen und die Sequenzanalyse rekombinan 

Laborat T ^ et * ' < 1989 > ^01^^^ 

Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6) beschrieben durchge^uhrt 
15 Das Protons von Physcomitrella patens (= P. patens) Zr^ ln 

3S2 S HT^ ReSk± St (MG1 - 244 1994. 

352-359) beschrieben, angezogen. 



20 



Beispiel 2 : Sequenzanalyse rekombinanter DNA 



Dxe Sequenzxerung rekombinanter DNA— Mo 1 e ku 1 e erfolgte mit einem 
Laserfluoreszenz-DNA-Seguenzierer der Firma ABI nach der M e 

1463 5^67. f 119 ^ ^ (19?7) Pr ° C - Natl - Acad - **- ^A74 

5463-5467). Fragmente resultierend aus einer Polymerase Ketten 

25 reaktxon wurden zur Vermeidung von Polymerasef ah^ Z u 
exprxmierenden Konstrukten sequenziert und uberpriif t . 



Beispiel 3 : 



30 



Lipidanalyse aus dem Protonema von P. patens und 
aus Hefezellen 




Die Lipide wurden mit Chlorof orm/Methanol wie bei Siebertz 

aus L J ' Bi ° Chem -' 101 ' 1979: 429 -438) beschrieben 

aus dem Protonema von S. patens oder aus Hefezellen extrahiert 
und uber DOnnschichtchromatographie (= TLC) mit Diethy^r ge- 
35 rexnxgt. Dxe erhaltenen Fettsauren wurden zu den entspr^nd^ 
Methylestem transmethyliert und mit GaschromatographxT^ gcT 
analysxert. Die verschiedenen Methylester wurden mit den ent 
sprechenden Standards identif iziert . Entsprechende Fettsaure- 

40 185-190) beschrxeben, erhalten und mit GC-MS bestimmt. 
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Beispiel 4: 



Funktionelle Expression der A6-Desaturase cDNA von 
P. patens in Hefen 




Die Expression-Experimente in Hefen wurden mit PPDES 6 - cDNA durch- 
5 gefuhrt. Knock-out-Exprimente hatten gezeigt (Daten und Versuchs- 
durchfuhrung nicht gezeigt bzw. beschrieben) , da£ der Knock-out 
zu einem Verlust an 20:3"."'"-. 20:45.8.11.14-, 2 0:45.U.14.17- und 
2o : 55,8,li,i4,l7_ Fett sauren ftihrt. Gleichzeitig steigen die 18 :2 9 < 12 - 
md I8:39.i2,i5- Fet tsauren an. Fur die Expression in Hefe wurde 
10 der PPDES 6 - cDNA in den Hef e-Expressionsvektor pYES2 (Invitrogen) 
subkloniert. Der erhaltene Vektor erhielt die Bezeichnung pYES- 
delta6. Mit P YES2 (Kontrolle) und pYESdelta6 (A6-Desaturase-cDNA) 
trans formierte Hefekulturen wurden auf Uracil-dop-out Medium mit 
2 % Raffinose und 1 % Tergitol NP-40 (zur Stabilisierung der 
15 Fettsauren) angezogen. Fiir die Expression wurden die Zellen mit 
Galactose (Endkonzentration 2 %) bis zu einer optischen Dichte 
(= OD) von 0,5 bei 600nm angezogen. In Futterungsexperimenten 
wurden Fettsauren in 5 % Tergitol solubilisiert und mit einer 
Endkonzentration von 0,0003 % zugesetzt. Die Ergebnisse der 
20 Expression sind Tabelle I zu entnehmen. Die Synthese von Fett- 
sauren mit einer Doppelbindung an Position 6 ist nur in Gegenwart 
des Expressionskonstrukts mit der A6-Desaturase-cDNA moglich. 
Dieses A6-Desaturase-Enzym hat eine grSSere Aktivitat gegemiber 
Fettsauren, die schon eine Doppelbindung an Position 9 oder 12 
25 (Bezug auf Kohlenstof f atom in der Kette) enthalten. Es wurden 
die Fettsauremethylester des gesamten Lipids der Hefen mit GC 
analysiert. Die einzelnen synthetisierten Fettsauren werden in 
der Tabelle in Mol-% der gesamten Fettsauren angegeben. 



30 Tabelle I 



Fettsaurezusammensetzung in trans formier ten Hefen 
gegenuber der Kontrolle 




35 



40 



45 



Gesamt Fettsaure (%) 





pYES2 




pYESdelta6 




Fettsauren 






+ 18:29.12 


+ 18:39.12,15 


16:0 


16,4 


16,1 


23,8 


25,8 


16 :1 9 


54,0 


55,5 


38,1 


31,4 


16:26.9 




4,2 


1,7 




18:0 


3,2 


2,4 


4,0 




18 :1 9 


24, 9 


19,7 


19, 1 


19,2 


18:26' 9 




0,6 


0,2 




18: 2 9 - 12 






8,5 




18:36.9.12 






4,0 




18:39.12.15 








11,7 


18:4 6 '9.12.15 






3,0 
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Beispiel 5: Transformation von P. patens 





45 



?roto D ^n hyleng i YC01 Vermittelte d±rekte ^-Transforation von 
Protoplasten wurde, wie von Schafer et al . (Mol Gen Gen^t- 

5 22. 1991, 418-424) beschrieben, durchgef»nrt . Die Sele^on' 
der Transformanten erfolgte auf G418-enthaltenden Medium (Girke 
et al., The Plant Journal, 15, 1998: 39-48). 

Beispiel 6: Isolierung von A6-Desaturase cDNA und genomischen 
Clonen von P. patens 

Mit Hilfe eines PCR-Ansatzes mit den folgenden degenerierten 
Oligonukleotiden als Primer: 

15 A: TGGTGGAA(A/G)TGGA(C/A) ICA(T/C) AA und 

B: GG(A/G)AA(A/C/G/T)A(A/G) (G/A) TG (G/A) TG (C/T) TC] 

und dem folgenden Tempera turprogramm • 

20 I min; [94 ° C ' 20 SeC '' 45 ° C ' 30 SSC; 72 ° C ' 1 30 Zyklen- 

20 72 C 5 nan, wurden schlieSlich Fragmente einer A6-Desaturase-Gen 
klonxert. Fur die Klonierung wurde poly(A)RNA aus 12 Tage alten 

die P ob;n S b Pr °r ne K a " KUltUr iSOl±ert - Mit Poly(A)RNA wurde 

Frlment! " ? ** du ~ h * e ^. Fragmente der erwarteten 

Fragmentlange (500 bis 600 bp) wurden in pUCIS kloniert und 
25 sequenzxert. Die abgeleitete Aminosauresequenz eines PCR-Frag- 

ments zexgte Ahnlichkeiten zu bekannten A6-Desaturasen . Da bLannt 

Zl'^TsZ'^T ^ A6 " D ™* ^.t. wurde angenomln 
daS dieser Klon fur exnen Teil einer A6-Desaturase codiert. 

30 Bin vollstandiger cDNA-Klon (= PPDES6-cDNA) wurde aus einer 

P^ patens cDNA-Bank von 12 Tage alten Protonemata mit Hilfe des 
T^ST^ PCR : F ~ tS i-liert. Die Nukleotidsequenz wird 
1st SEO ID NO \ W1Sdergeg Sben - Die Abgeleitete Aminosauresequenz 

35 ( PPDES6 G !ni k" T ^ ^ Z ^ h6 ^ ^nomische Sequenz 

nuk!!^ ^ HilfS PCR den folgenden Oligo- 

nukleotiden als Primer isoliert werden: 

C: CCGAGTCGCGGATCAGCC 

D: CAGTACATTCGGTCATTCACC: 

10 

Tabelle II gib t die Ergebnisse des Vergleichs zwischen der neuen 
P patens A6-Desaturase uber die gesamte Nukleinsauresequenz mTt 

U79^0) n S A6 - DeSatU — *« Borago officinalis 

° ? ' Synechocystxs sp (L11421) , Spirulina platensis 

WO 98/4676!) n °f ablditiS < AF031477 > < Mortierella alpina 

x999 ^71 I™ H SaP1SnS (Ch ° St al " J - Bi01 " Chem " 27 ^ 
1399. 471-477), Rattus norvegicus (AB021980) und Mus mus cuius 
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(Cho et al., J. Biol. Chem. , 274, 1999: 471-477). Die Analyse 
wurde nit dem Gap Programm (GCG-Package , Version 9,1) und den 
folgenden Analysenparametern durchgef uhrt : scoring matrix, 
blosum62, gap creation penalty, 12; gap extension penalty, 4. 
5 Die Ergebnisse geben die bestimmte Identitat oder Ahnlichkeit [] 
in Prozent (%) im Vergleich zur P. patens -Sequenz wieder. 



Tabelle II : 



10 



15 




20 



Sequenzvergleich zwischen P. patens A6-Desaturase und 
anderen A6-Desaturasen 



Sequenz 


Aminosauresequenz- Identitat 
[Ahnlichkeit] (%) 


Borago officinalis 


31 [38] 


Syne cho cyst is sp. 


21 [29] 


Spirulina platensis 


20 [29] J 


Caenorhabditis elegans 


r 35 [43] 


Mortierella alpina 


|~ 39 [47] 


Homo sapiens 


27 [38] 


Rattus norvegicus 


r 28 [39] 


Mus mus cuius 


29 [39] 



25 



Beispiel 7: Klonierung der A6-Desaturase aus Physcomitrella 
patens 




Die genomische A6-Acyllipid-Desaturase aus Physcomitrella patens 
wurde auf Grundlage der verof f entlichten Sequenz (Girke et al . , 
Plant J 15, 1998: 39-48) mittels Polymerasekettenreaktion und 
30 Klonierung modifiziert, isoliert und fur das erf indungsgemafce 
Verfahren eingesetzt. Dazu wurde zunachst mittels Polymerase- 
kettenreaktion unter Verwendung von zwei genspezif ischen Pnmern 
ein Desaturase-Fragment isoliert und in das bei Girke et al . 
(siehe oben) beschriebene Desaturasegen eingesetzt. 

Primer TG5 : 5'- ccgctcgagcgaggttgttgtggagcggc und 
Primer TG3 : 5 1 -ctgaaatagtcttgctcc-3 ' 

dienten zunachst zur Amplif izierung eines Genf ragmentes mittels 
40 Polymerasekettenreaktion (30 Zyklen, 30 sek. 94° V, 30 sek. 50 C, 
60 sek. 72°C, 10 min Nachinkubation bei 72°C, in einem Perkm 
Elmer Thermocycler) . 
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a) Klonierung eines Expressionsplasmids , das die A6-Desaturase 
unter Kontrolle des 35S CaMV Promotors exprimiert: 

Durch Primer TG5 wurde eine Xhol Schnittstelle in das 
Fragment eingefiihrt. Ein XhoI/Eco47lII Fragment wurde durch 
Restriktion erhalten und in die bei Girke et al . beschriebene 
PPDES6-Gensequenz nach analoger Restriktion mit XhoI/Eco47lH 
ausgetauscht . Das Konstrukt erhielt den Namen pZK. Das Insert 
von pZK wurde als Xhol/Hindlll Fragment nach Auffullen der 
Hindlll-Schnittstelle mit Nukleotiden durch Behandlung mit 
dem Klenow Fragment der DNA Polymerase I in die Xhol/Smal 
Schnittstellen von pRT99/35S kloniert . Das resultierende 
Plasmid pSK enthalt den 35S-Promotor [Caulif lower-Mosaik-Vi- 
rus, Franck et al . (1980) Cell 21, 285], die A6-Desaturase 
15 aus Moos und den 35S-Terminator im Vektor pRT. 



10 



b) 



Konstruktion eines Expressionskonstruktes unter Kontrolle 
des Napin-Promotors : 



20 



25 




Durch Schneiden des Plasmides pSK mit Xhol, Behandlung mit 
T4-DNA Polymerase und Pstl-Restriktion wurde das erhaltene 
Promotor-Desaturase-Fragment mit Terminator in den Vektor 
PJH3 kloniert. Dazu wurde der Vektor BamHI geschnitten und 
mit Klenow-Enzym die Uberhange aufgefiillt sowie anschlieSend 
mit PstI nachgeschnitten. Es entstand durch Ligation des 
Desaturase-Terminator-Fragmentes in den Vektor das Plasmid 
PJH7, das einen Napin-Promotor beinhaltet (Scofield et al 
1987, J. Biol. Chem. 262, 12202-8). Die Expressionskassette 
aus P JH7 wurde mit Bspl2 0I und NotI geschnitten und in den 
30 binaren Vektor pRE kloniert. Es entstand das Plasmid pRE- 

Ppdes6. y 



35 



In einer PCR Reaktion wurde die erf indungsgemaSe 
A6-Desaturase cDNA aus P. patens als Matrize verwendet 
Mithilfe der nachfolgend aufgefiihrten Oligonukleotide wurde 
eine BamHI-Restriktionsschnittstelle vor dem Startcodon und 
drei Adeninnukleotide als Konsensustranslationssequenz far 
Eukaryoten in die A6-Desaturase cDNA eingefiihrt. Es wurde 
ein 1512 Basenpaarf ragment der A6-Desaturase amplifiziert 
40 und sequenziert. 

Pp-d6Desl: 5'- CC GGTACC aaaatggtattcgcgggcggtg -3' 
Pp-d6Des2 : 3 ' - CC GGTACC ttaactggtggtagcatgct -3 ' 

45 Die Reaktionsgemische enthielten ca. 1 ng/micro 1 Matrizen 

DNA, 0,5 UM der Oligonukleotide und, 200 UM Desoxy-Nukleotide 
(Pharmacia), 50 mM KC1, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3 bei 25°C 
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10 c) 



15 



20 



25 



30 



35 



40 d) 



45 



1,5 mM MgCl 2 ) und 0,02 U/Jil Pwo Polymerase (Boehringer Mann- 
heim) und werden in einer PCR-Maschine der Firma Perkin Elmer 
mit folgendem Temperaturprogramm inkubiert: 



Anlagerungstemperatur : 
Denaturierungstemperatur : 
Elongationstemperatur : 
Anzahl der Zyklen: 



50°C, 30 sec 

95°C, 30 sec 

72°C, 90 sec 
30 



Konstruktion eines Expressionskonstruktes unter Kontrolle des 
USP-Promotors : 

Das erhaltene Fragment von ca. 1,5 kB Basenpaaren wurde in 
den mit EcoRV gespaltenen Vektor pBluescript SK- (Stratagene) 
ligiert und stand fur weitere Klonierungen als BamHI Fragment 
zur Verfiigung. 

Fur die Transformation von Pflanzen wurde ein weiterer Trans- 
formationsvektor auf Basis von pBin-USP erzeugt, der das 
BamHI-Fragment der A6-Desaturase enthalt. pBin-USP ist ein 
Derivat des Plasmides pBin!9 . pBinUSP entstand aus pBinl9, 
indem in pBinl9 [Bevan et al . (1980) Nucl. Acids Res. 12, 
8711] ein USP-Promotor als EcoRI-BaMHI-Fragment inseriert 
wurde. Das Polyadenylierungssignal ist das des Gens 3 der 
T-DNA des Ti-Plasmides pTiACHS (Gielen et al . , (1984) EMBO 
J. 3, 835), wobei Nukleotide - 11749-11939 als PvuII-Hiridlll- 
Fragment isoliert und nach Addition von Sphl-Linkern an die 
PvuII-Schnittstelle zwischen die SpHI -Hindi II Schnittstelle 
des Vektors kloniert . Der USP-Promotor entspricht den Nukleo- 
tiden 1-684 (Genbank Accession X56240) , wobei ein Teil der 
nichtcodierenden Region des USP-Gens im Promoter enthalten 
ist. Das 684 Basenpaar gro£e Promotorf ragment wurde mittels 
kauf lichen T7-Standardprimer (Stratagene) und mit Hilfe eines 
synthetisierten Primers iiber eine PCR-Reaktion nach Standard- 
methoden amplifiziert (Primersequenz : 5 ' -GTCGACCCGCGGACTAGTG- 
GGCCCTCTAGACCCGGGGGATCC GGATCTGCTGGCTATGAA-3 ' ) . Das PCR- 
Fragment wurde mit EcoRI/Sall nachgeschnitten und in den 
Vektor pBinl9 mit OCS Terminator eingesetzt. Es entstand 
das Plasmid mit der Bezeichnung pBinUSP. 

Konstruktion eines Expressionskonstruktes unter Kontrolle 
des vATPase-Cl-Promotors aus Beta vulgaris : 

Analog zum Expressionsplasmid mit dem USP-Promotor wurde 
ein Konstrukt unter Verwendung des v-ATPase-cl-Promotors 
erstellt. Der Promotor wurde als EcoRI/Kpnl Fragment in das 
Plasmid pBinl9 mit OCS Terminator kloniert und iiber BamHI 
das A6-Desaturasegen aus P. patens zwischen Promotor und 
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Terminator inseriert. Der Promotor entspricht einem 1153 
Basenpaar fragment aus beta-Vulgaris (Plant Mol Biol, 1999, 
39:463-475). 

Das Konstrukt wurde zur Transformation von Arabidopsis 
thaliana und Rapspflanzen eingesetzt. 

Beispiel 8: Erzeugung transgener Rapspflanzen (verandert nach 

Moloney et al., 1992, Plant Cell Reports, 8:238-242) 





Zur Erzeugung transgener Rapspflanzen wurden binare Vektoren in 
Agrobacterium tumefaciens C58C1 :pGV22 60 oder Escherichia coli 
genutzt (Deblaere et al, 1984, Nucl . Acids. Res. 13, 4777-4788). 
Zur Transformation von Rapspflanzen (Var. Drakkar, NPZ Nord- 
15 deutsche Pf lanzenzucht , Hohenlieth, Deutschland) , wurde eine 1:50 
Verdiinnung einer Ubernachtkultur einer positiv trans formiert en 
Agrobakterienkolonie in Murashige-Skoog Medium (Murashige und 
Skoog 1962 Physiol. Plant. 15, 473) mit 3 % Saccharose (3MS- 
Medium) benutzt. Petiolen oder Hypokotyledonen frisch gekeimter 
20 steriler Rapspflanzen (zu je ca. 1 cm 2 ) wurden in einer Petri- 
schale mit einer 1:50 Agrobakterienverdiinnung fur 5-10 Minuten 
inkubiert. Es folgte eine 3-tagige Inkubation in Dunkelheit bei 
25°C auf 3MS-Medium mit 0,8 % Bacto-Agar. Die Kultivierung wurde 
nach 3 Tagen mit 16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkelheit weiter- 
25 gefuhrt und in wochentlichem Rhythmus auf MS-Medium mit 500 mg/1 
Claforan (Cef otaxime-Natrium) , 50 mg/1 Kanamycin, 20 JIM Benzyl - 
aminopurin (BAP) und 1,6 g/1 Glukose weitergef uhrt . Wachsende 
Sprosse wurden auf MS-Medium mit 2 % Saccharose, 250 mg/1 
Claforan und 0,8 % Bacto-Agar uberfiihrt. Bildeten sich nach 
30 drei Wochen keine Wurzeln, so wurde als Wachstumshormon 2-Indol- 
buttersaure zum Bewurzeln zum Medium zugegeben. 

Regenerierte Sprosse wurden auf 2MS-Medium mit Kanamycin 

und Claforan erhalten, nach Bewurzelung in Erde uberfuhrt und 

35 nach Kultivierung fur zwei Wochen in einer Klimakammer oder im 
Gewachshaus angezogen, zur Bliite gebracht, reife Samen geerntet 
und auf A6-Desaturase-Expression mittels Lipidanalysen unter- 
sucht. Linien mit erhohten Gehalten an oder Doppelbindungen an 
der A6-Position wUrden identif iziert . Es konnte in den stabil 

40 trans formiert en transgenen Linien, die das Transgen funktionell 
exprimierten, ein erhdhter Gehalt von Doppelbindungen an 
der A6-Position im Vergleich zu untransf ormierten Kontroll- 
pflanzen feststellt werden. 
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Beispiel 8 : Lipidextraktion aus Samen 

Das Pf lanzenmaterial wurde zunachst mechanisch durch Morsern 
homogenisiert , urn es einer Extraktion zuganglicher zu machen. 

5 

Dann wurde es 10 min bei 100°C abgekocht und nach dem Abkiihlen auf 
Eis sedimentiert . Das Zellsediment wurde mit 1 N methanol ischer 
Schwefelsaure und 2 % Dimethoxypropan lh bei 90°C hydrolysiert 
und die Lipide transmethyliert . Die resultierenden Fettsaure- 
10 methylester (FAME) wurden in Petrolether extrahiert . Die extra- 
hierten FAME wurden durch Gasf lussigkeitschromatographie mit 
einer Kapillarsaule (Chrompack, WCOT Fused Silica, CP-Wax-52 CB, 
25 m, 0,32 mm) und einem Temperaturgradienten von 170°C auf 240°C 
in 20 min und 5 min bei 240°C analysiert. Die Identitat der Fett- 
15 sauremethylester wurde durch Vergleich mit entsprechenden FAME- 
Standards (Sigma) bestatigt. Die Identitat und die Position der 
Doppelbindung konnte durch geeignete chemische Derivatisierung 
der FAME-Gemische z.B. zu 4 , 4-Dimethoxyoxazolin-Derivaten 
(Christie, 1997, in: Advances in Lipid Methodology, 4. Auflage: 
20 Christie, Oily Press, Dundee, 119-169, und 1998, Gaschromato- 

graphie-Massenspektrometrie Verfahr en, Lipide 33:343-353) mittels 
GC-MS weiter analysiert werden. Die GC-Analysen der Fettsaure- 
methylester aus den transgenen Rapssamen, die samenspezif isch die 
A6-Desaturase exprimierten sind in Tabelle III dargestellt. Die 
25 transgenen Rapssamen weisen mindestens 4,95 % Y~ Linolensaure im 
Samen auf . 

Tabelle III gibt die GC-Analysen der Fettsauremethylester 
aus reifen, transgenen Rapssamen, die A6-Desaturase samen- 
30 spezifisch exprimieren, wieder. Die Fettsaurezusammensetzung ist 
in [mol %] der Gesamtf ettsauren angegeben. Es ist f estzustellen, 
da£ einzelne Pflanzen der T2 Generation, die aus positiv trans- 
formierten und geselbsteten Pflanzen erhalten wurden, bis zu ca. 
4,95 % y-Linolensaure enthalten. 

35 



40 
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Tabelle III: GC-Analysen der Fettsauremethylester von Raps 



10 



15 




20 



25 



30 



35 



40 



Bezeichnung 


18:0 


18:1 


18:2 


18 : 3 fvl 


AO • O \ KX) 


IB : 4 
















R2-T2-ll/la 


1,98 


53> 58 


22, 63 


3 86 


1 1 7fi 

XX , JO 


U 


R2-T2-ll/lb 


1, 86 


52, 04 


25 , 45 


2 31 
ji 


11 "5 Q 


(J 


R2-T2-ll/lc 


1,95 


49, 17 


24, 30 


2, 84 


Q 9PI 
-/ / ^ u 


U 


R2-T2-11/3 


1,82 


49, 83 


24, 54 




i n n 

XU , 1Z 




R2-T2-11/4 


1,72 


48, 02 


24,66 


4,95 


9,52 


0 


R2-T2-ll/5a 


1,73 


51,98 


25,27 


4,27 


9,61 


0 


R2-T2-ll/5b 


2, 02 


56,19 


25,08 


0 


9,33 


0 


R2-T2-11/5C 


2,01 


46,95 


27,38 


0 


10,37 


0 


R2-T2-ll/5d 


1,83 


49,49 


24,15 


4,40 


8,65 


0 


R2-T2-11/6 


2,08 


54,52 


23,94 


2,05 


9,29 


0 


R2-T2-11/10 


1, 94 


53, 92 


22,81 


4, 06 


9,44 


0 


R2-T2-WT 


1,90 


47,75 


30,91 


0 


10,51 


0 
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A6-Desaturasegene exprimierende Pflanzen und PUFAS enthaltende 
Ole aus diesen Pflanzen und ein Verfahren zur Herstellung unge- 
sattigter Fettsauren 

5 ' 

Zusammenf assung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur 
Herstellung von ungesattigten Fettsauren sowie ein Verfahren zur 

10 Herstellung von Triglyceriden mit einem erhohten Gehalt an unge- 
sattigten Fettsauren. Die Erfindung betrifft die Herstellung 
eines transgenen Organismusses bevorzugt einer transgenen Pflanze 
Oder eines transgenen Mikroorganismus mit erhohtem Gehalt an 
Fettsauren, Olen oder Lipiden mit A6-Doppelbindungen aufgrund 

15 der Expression einer A-6-Desaturase aus Moos . 

AuSerdem betrifft die Erfindung transgene Organismen, die ein 
A6-Desaturasegen enthalten, sowie die Verwendung der im Verfahren 
hergestellten ungesattigten Fettsauren bzw. Triglyceride mit 
20 einem erhohten Gehalt an ungesattigten Fettsauren. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 



<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 2012 
<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 

<220> 
<221> CDS 

<222> (319) . . (1896) 




<400> 1 
ccgagtcgcg 



gaggaggagg 
acctccggg 
ggagactgtt 
tctgtgagtg 
tgtggagcgg 



gatcagccat cgcccgccca gggccgcctg 

cagatgcgcg ggcgttggtg gagtcgtcat 

ttttggagcg ggcaaactct gttgcggctc 

gattttatgt cgggggcatt gccattgtgg 

tgcgtgcagc gccccgactg ccgcagagcg 

cttttgaa atg gta ttc gcg ggc ggt 
Met Val Phe Ala Gly Gly 
1 5 



cattgtgtgg gacggtgttg 60 
ccgaggatct actgcggcaa 120 
ggaaggctat aggttcggca 180 
agagcggggg agactcagga 240 
tctgtgtatg acgaggttgt 3 00 



gga ctt cag cag ggc 
Gly Leu Gin Gin Gly 
10 



tct etc gaa gaa aac ate gac gtc gag cac att gec agt atg tct etc 
Ser Leu Glu Glu Asn lie Asp Val Glu His He Ala Ser Met Ser Leu 
15 20 25 



ttc age gac ttc ttc agt tat gtg tct tea act gtt ggt teg tgg age 
Phe Ser Asp Phe Phe Ser Tyr Val Ser Ser Thr Val Gly Ser Trp Ser 
30 35 40 



gta cac agt ata caa cct ttg aag cgc ctg acg agt aag aag cgt gtt 
Val His Ser He Gin Pro Leu Lys Arg Leu Thr Ser Lys Lys Arg Val 
45 50 55 

teg gaa age get gec gtg caa tgt ata tea get gaa gtt cag aga aat 
Ser Glu Ser Ala Ala Val Gin Cys He Ser Ala Glu Val Gin Arg Asn 
60 65 70 75 

teg agt acc cag gga act gcg gag gca etc gca gaa tea gtc gtg aag 
Ser Ser Thr Gin Gly Thr Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ser Val Val Lys 

80 85 90 



351 



399 



447 



495 



543 



591 



ccc acg aga cga agg tea tct cag tgg aag aag teg aca cac ccc eta 
Pro Thr Arg Arg Arg Ser Ser Gin Trp Lys Lys Ser Thr His Pro Leu 
95 100 105 



639 
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tea gaa gta gca gta cac aac aag cca age gat tgc tgg att gtt gta 
Ser Glu Val Ala Val His Asn Lys Pro Ser Asp Cys Trp He Val Val 
110 H5 120 

aaa aac aag gtg tat gat gtt tec aat ttt gcg gac gag cat ccc gga 
Lys Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser Asn Phe Ala Asp Glu His Pro Gly 
125 130 135 

gga tea gtt att agt act tat ttt gga cga gac ggc aca gat gtt ttc 
Gly Ser Val He Ser Thr Tyr Phe Gly Arg Asp Gly Thr Asp Val Phe 
140 145 150 155 

tct agt ttt cat gca get tct aca tgg aaa att ctt caa gac ttt tac 
Ser Ser Phe His Ala Ala Ser Thr Trp Lys He Leu Gin Asp Phe Tyr 
160 165 170 



687 



735 



783 



831 





|tt ggt gac gtg gag agg gtg gag ccg act cca gag ctg ctg aaa gat 
le Gly Asp Val Glu Arg Val Glu Pro Thr Pro Glu Leu Leu Lys Asp 
175 180 185 

ttc cga gaa atg aga get ctt ttc ctg agg gag caa ctt ttc aaa agt 
Phe Arg Glu Met Arg Ala Leu Phe Leu Arg Glu Gin Leu Phe Lys Ser 
190 195 200 

teg aaa ttg tac tat gtt atg aag ctg etc acg aat gtt get att ttt 
Ser Lys Leu Tyr Tyr Val Met Lys Leu Leu Thr Asn Val Ala He Phe 
205 210 215 

get gcg age att gca ata ata tgt tgg age aag act att tea gcg gtt 
Ala Ala Ser He Ala He He Cys Trp Ser Lys Thr He Ser Ala Val 
220 225 230 235 

.^tg get tea get tgt atg atg get ctg tgt ttc caa cag tgc gga tgg 
leu Ala Ser Ala Cys Met Met Ala Leu Cys Phe Gin Gin Cys Gly Trp 
240 245 250 

eta tec cat gat ttt etc cac aat cag gtg ttt gag aca cgc tgg ctt 
Leu Ser His Asp Phe Leu His Asn Gin Val Phe Glu Thr Arg Trp Leu 
255 260 265 

aat gaa gtt gtc ggg tat gtg ate ggc aac gee gtt ctg ggg ttt agt 
Asn Glu Val Val Gly Tyr Val He Gly Asn Ala Val Leu Gly Phe Ser 
270 275 280 

aca ggg tgg tgg aag gag aag cat aac ctt cat cat get get cca aat 
Thr Gly Trp Trp Lys Glu Lys His Asn Leu His His Ala Ala Pro Asn 
285 290 295 

gaa tgc gat cag act tac caa cca att gat gaa gat att gat act etc 
Glu Cys Asp Gin Thr Tyr Gin Pro lie Asp Glu Asp He Asp Thr Leu 



879 



927 



975 



1023 



1071 



1119 



1167 



1215 



1263 
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300 



305 



310 



315 



ccc etc att gec tgg age aag gac ata ctg gec aca gtt gag aat aag 
Pro Leu lie Ala Trp Ser Lys Asp lie Leu Ala Thr Val Glu Asn Lys 
320 325 330 



1311 



aca ttc ttg cga ate etc caa tac cag cat ctg ttc ttc atg ggt ctg 1359 
Thr Phe. Leu Arg lie Leu Gin Tyr Gin His Leu Phe Phe Met Gly Leu 
335 340 345 

tta ttt ttc gec cgt ggt agt tgg etc ttt tgg age tgg aga tat ace 1407 
Leu Phe Phe Ala Arg Gly Ser Trp Leu Phe Trp Ser Trp Arg Tyr Thr 
350 355 360 




tct aca gca gtg etc tea cct gtc gac agg ttg ttg gag aag gga act 1455 
Ser Thr Ala Val Leu Ser Pro Val Asp Arg Leu Leu Glu Lys Gly Thr 
365 370 375 

tt ctg ttt cac tac ttt tgg ttc gtc ggg aca gcg tgc tat ctt etc 1503 
Val Leu Phe His Tyr Phe Trp Phe Val Gly Thr Ala Cys Tyr Leu Leu 
380 385 390 395 



cct ggt tgg aag cca tta gta tgg atg gcg gtg act gag etc atg tec 
Pro Gly Trp Lys Pro Leu Val Trp Met Ala Val Thr Glu Leu Met Ser 
400 405 410 



1551 




ggc atg ctg ctg ggc ttt gta ttt gta ctt age cac aat ggg atg gag 1599 
Gly Met Leu Leu Gly Phe Val Phe Val Leu Ser His Asn Gly Met Glu 
415 420 425 

gtt tat aat teg tct aaa gaa ttc gtg agt gca cag ate gta tec aca 1647 
Val Tyr Asn Ser Ser Lys Glu Phe Val Ser Ala Gin He Val Ser Thr 
430 435 440 

r?T 9 at atc aaa gga aac ata ttc aac gac tgg ttc act ggt ggc ctt 1695 
krg Asp He Lys Gly Asn lie Phe Asn Asp Trp Phe Thr Gly Gly Leu 
445 450 455 

aac agg caa ata gag cat cat ctt ttc cca aca atg ccc agg cat aat 1743 
Asn Arg Gin He Glu His His Leu Phe Pro Thr Met Pro Arg His Asn 
460 465 470 475 



tta aac aaa ata gca cct aga gtg gag gtg ttc tgt aag aaa cac ggt 
Leu Asn Lys He Ala Pro Arg Val Glu Val Phe Cys Lys Lys His Gly 
480 485 490 



1791 



ctg gtg tac gaa gac gta tct att get acc ggc act tgc aag gtt ttg 183 9 
Leu Val Tyr Glu Asp Val Ser He Ala Thr Gly Thr Cys Lys Val Leu 
495 500 505 

aaa gca ttg aag gaa gtc gcg gag get gcg gca gag cag cat get acc 1887 
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Lys Ala Leu Lys Glu Val Ala Glu Ala Ala Ala Glu Gin His Ala Thr 
510 515 520 

acc agt taa cagtctttgg aaagcttggc aattgatctt tattctccac 193 6 

Thr Ser 
525 

ggcagttgct tgtttgtttt ggggtgaatg accgaatgta ctggcatcca ttcttctgta 1996 

7 012 

gccatcaatt ttgaac 



<210> 2 
<211> 525 
<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 



400> 2 

et Val Phe Ala Gly Gly Gly Leu Gin Gin Gly Ser Leu Glu Glu Asn 

5 10 15 



lie Asp Val Glu His lie Ala Ser Met Ser Leu Phe Ser Asp Phe Phe 
20 25 30 

Ser Tyr Val Ser Ser Thr Val Gly Ser Trp Ser Val His Ser lie Gin 
35 40 45 

Pro Leu Lys Arg Leu Thr Ser Lys Lys Arg Val Ser Glu Ser Ala Ala 
50 55 60 

Val Gin Cys lie Ser Ala Glu Val Gin Arg Asn Ser Ser Thr Gin Gly 
65 70 75 80 



Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ser Val Val Lys Pro Thr Arg Arg Arg 
85 90 95 



Ser Ser Gin Trp Lys Lys Ser Thr His Pro Leu Ser Glu Val Ala Val 
100 105 HO 

His Asn Lys Pro Ser Asp Cys Trp lie Val Val Lys Asn Lys Val Tyr 
115 120 125 

Asp Val Ser Asn Phe Ala Asp Glu His Pro Gly Gly Ser Val lie Ser 
130 135 140 

Thr Tyr Phe Gly Arg Asp Gly Thr Asp Val Phe Ser Ser Phe His Ala 
145 150 155 160 

Ala Ser Thr Trp Lys lie Leu Gin Asp Phe Tyr lie Gly Asp Val Glu 
165 170 175 
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Arg Val Glu Pro Thr Pro Glu Leu Leu Lys Asp Phe Arg Glu Met Arg 
180 185 190 

Ala Leu Phe Leu Arg Glu Gin Leu Phe Lys Ser Ser Lys Leu Tyr Tyr 
195 200 205 

Val Met Lys Leu Leu Thr Asn Val Ala lie Phe Ala Ala Ser lie Ala 
210 215 220 

lie lie Cys Trp Ser Lys Thr lie Ser Ala Val Leu Ala Ser Ala Cys 
225 230 235 240 

Met Met Ala Leu Cys Phe Gin Gin Cys Gly Trp Leu Ser His Asp Phe 
245 250 255 



Leu His Asn Gin Val Phe Glu Thr Arg Trp Leu Asn Glu Val Val Gly 
260 265 270 



r Val lie Gly Asn Ala Val Leu Gly Phe Ser Thr Gly Trp Trp Lys 
275 280 285 




Glu Lys His Asn Leu His His Ala Ala Pro Asn Glu Cys Asp Gin Thr 
290 295 300 

Tyr Gin Pro lie Asp Glu Asp lie Asp Thr Leu Pro Leu lie Ala Trp 
305 310 315 320 

Ser Lys Asp lie Leu Ala Thr Val Glu Asn Lys Thr Phe Leu Arg lie 
325 330 335 

Leu Gin Tyr Gin His Leu Phe Phe Met Gly Leu Leu Phe Phe Ala Arg 
340 345 350 

mLLv Ser Trp Leu Phe Trp Ser Trp Arg Tyr Thr Ser Thr Ala Val Leu 
355 360 365 

Ser Pro Val Asp Arg Leu Leu Glu Lys Gly Thr Val Leu Phe His Tyr 
370 375 380 

Phe Trp Phe Val Gly Thr Ala Cys Tyr Leu Leu Pro Gly Trp Lys Pro 
385 390 395 400 

Leu Val Trp Met Ala Val Thr Glu Leu Met Ser Gly Met Leu Leu Gly 
405 410 415 



Phe Val Phe Val Leu Ser His Asn Gly Met Glu Val Tyr Asn Ser Ser 
420 425 430 



Lys Glu Phe Val Ser Ala Gin lie Val Ser Thr Arg Asp lie Lys Gly 
435 440 445 
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Asn He Phe Asn Asp Trp Phe Thr Gly Gly Leu Asn Arg Gin He Glu 
450 455 460 

His His Leu Phe Pro Thr Met Pro Arg His Asn Leu Asn Lys He Ala 
465 470 475 480 

Pro Arg Val Glu Val Phe Cys Lys Lys His Gly Leu.Val Tyr Glu Asp 
485 490 495 

Val Ser He Ala Thr Gly Thr Cys Lys Val Leu Lys Ala Leu Lys Glu 
500 505 510 

Val Ala Glu Ala Ala Ala Glu Gin His Ala Thr Thr Ser 
515 520 525 




